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OZET

Erysimum kotschyanum’ un AGIR METAL ICERIGI iLE
EKSTRAKTLARININ BAZI BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
OZGE KILINCARSLAN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOV)

DENIZLi, HAZIRAN 2016

Bu ¢alismada Denizli Honaz Dag1’ ndan toplanan ve ililkemizin endemik
bitkilerinden olan Erysimum kotschyanum ‘ un agir metal igerigi ile ekstraktlarinin
bazi biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi, bitki ekstraktlarindan yiiksek
performanshi  sivi kromotografisi (YPSK-HPLC) ile fenolik asit icerikleri
arastirilmistir. Bitki ve toprak orneklerinin CNS analizi ve agir metal icerikleri
belirlenmistir. Bitki ekstraklarmm toplam antioksidan aktivitesi (%80.47+1.83),
DPPH (%89.39+0.61) ve ABTS (%96.20-+0.12) serbest radikali giderim aktivitesi,
demir indirgeme giicli kapasitesi (0.01701+0.001), toplam fenolik (4.883+0.47) ve
flavonoid madde miktarlar1 (93.322+1.57) ve YPSK yOntemiyle etonol
ekstraktinin 9 fenolik bilesenin igerikleri tespit edilmistir. Ayrica disk difiizyon
yontemiyle ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi ve etanol ve su ekstraklarmin
sitotoksik aktivitesi Brine Shrimp testi ile arastirilmustir, en etkili antibakteriyel
etki etanol ekstraktlarinda Pseudomonas aeruginosa bakterisine (11+1 zon gapr)
kars1 tespit edilirken, en yliksek sitotoksik etki su ekstraktlarinda (LCso: 315.48)
gozlemlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore E. kotschyanum'un potansiyel bir
antioksidan kaynagi olarak diisiiniilebilecegini ve 13.05 C/N oranma bakilarak

bitkinin N igeren sekonder metabolitleri icerebilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Erysimum kotschyanum, Agr metal, Antioksidan
aktivite, HPLC

Vi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HEAY METAL CONTENTS AND SOME
BIOLOGICAL ACTIVITY OF Erysimum kotschyanum
MSC THESIS
OZGE KILINCARSLAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR:PROF.DR.RAMAZAN MAMMADOV)
DENIZLIi, JULY

In this study, some biological activities and phenolic contents of various
solvent extracts (ethanol, acetone and dH,O) Erysimum kotschyanum Gay.
extracts that one of the endemic plants and occurrence in Denizli/ Honaz
Mountain, and heavy metals content, CNS analysis of plant and soil samples of E.
kotschyanum were determined. Antioxidant activity (%80.47+1.83), and DPPH
(%89.39+0.61) and ABTS (%96.20+0.12) scavenging activity, ferric reducing
antioxidant power (0.01701+0.001), total phenolic (4.883+0.47), flavonoid
content and phenolic acid contents (93.322+1.57) and 9 diffirent phenolic
compounds in ethanol extracts was found. Also, ethanol extract’s antimicrobial
activity (11+1 zone diameter) and cytotoxic activiy (Brine Shrimp LCsp: 315.48))
of extracts was calculated. According the results, the extract of E. kotschyanum
may be considered as a potential source of biological agents and 13.05 C/N ratio
of extracts may be indicated that plant contain the N containing secondary

metabolites.

KEYWORDS: Erysimum kotschyanum, Heavy metal, Antioxidant activity,
HPLC
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1. GIRIS

Ulkemiz sahip oldugu zengin biyolojik cesitlilik , endemik tiirleri ve pek ¢ok
tiirlin gen merkezi olusu ile diinya tizerinde dnemli bir konuma sahiptir . Iklim
farkliliklar1, cografik oOzellikleri, jeolojik ge¢misi, deniz, gol, akarsu gibi cesitli
ortamlarin varlig1 ve yukselti farkliliklar1 Turkiye’ deki biyolojik zenginligin
nedenlerindendir . Avrupa kitasinda 11557 bitki tiirii, Britanya Adalar’’ nda 2000 bitki
tirii mevcutken (Heywood ve Tutin 1981) Tiirkiye’ de yaklasik olarak 9996 civarinda
bitki tiirti bulunur (Davis ve dig . 1988, Giiner ve dig . 2012). Bu zengin bitki tiirti
cesitliligini tanimlamak i¢in yapilan ilk ciddi ve kapsamli caligmalar E.Boissier’in
Flora Orientalis (Boissier 1867-1888) ve Davis’in, Flora of Turkey and East Aegean
Islands (Davis 1965) adh eserleridir . 1965 yilindan giiniimiize kadar gegen stiregte
yapilan caligmalarla pek ¢ok yeni tiir tanimlanirken , mevcut tiirlerin yeni yayilis
alanlar1 tespit edilmis, bazi cinslerin yeteri kadar 6rnege dayandirilmadan floraya

islendigi ortaya ¢cikmustir (Isiksal 2013).

Ulkemiz, bu zengin florasiyla ¢ok sayida tibbi ve aromatik bitkiyi biinyesinde
barmmdirmaktadir. Bitkiler, insan yasaminin siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan oksije n ile
besinleri saglar ve saghgi korurlar . Bitkilerin tedavide kullanimlar1 insanlik tarihiyle
birlikte baglamistir . Binlerce y1l 6nce insan , bitkilerin tedavi edici gliciinu tanmmis ve
saglikli yasayabilmek i¢cin ondan yararlanmistir. Halk hekimligi uygulamalarma
yaygin olarak rastlanan Anadolu’da halk ilaglar1 , uzun tecriibeler sonunda giiniimiize
kadar gelmis uygulamalardir. Modern tipta kullanilan pek ¢ok ilag da bitkilerden elde
edilmektedir. Ulkemizde bitkisel zenginlik ; ii¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede
bulunmasi, Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmas1 , pek ¢ok
cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezi olmasindan kaynaklanmaktadir.
Buna ragmen bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir. Bitkilerin
mikroorganizmalari 6ldiirticii ve insan saghigi i¢in 6nemli olan 6zellikleri 1926
yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir. Diinya Saghk orgiitii  (WHO)
arastrmalarma gore tedavi amacgl kullanilan tibbi bitkilerin sayist  20.000
civarindadir.  Bundan ancak 500 kadarmin tarmsal tiretiminin yapildigi

kaydedilmektedir . Ayrica degisik amagla kullanilan bitkilerin ¢ok az1 farmokopelerde

1



kayithdir. Ornegin Tiirk kodeksinde kayith bitki sayis1 140 civarindadir. Halbuki
Tiirkiye de tibbi amagla tiiketilen bitki sayisi cok fazladir , hatta bazi1 yayinlarda bunun
en az 500 civarmda oldugu kaydedilmektedir (Baytop 1984).

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de dogal florada bulunan bitkilerin halk
arasinda tedavi amagli, gida, ¢ay, baharat, boya, insektisit, hayvan hastaliklarmn
tedavisi, recgine, zamk, ugucu sabit yaglarindan faydalanma , mesrubat ve kozmetik
sanayinde kullanimi uzun yillardan beri suregelen geleneksel kiilturel zenginligimizin

bir parcasi olmustur (Faydaoglu 2011).

Yiizyillardan beri siiregelen insan ve bitki arasindaki bag sonucunda :
giiniimiizde tiim diinyanin 6nemini kabul ettigi ve ciddi ara stirmalarin yapildig:
etnobotanik bilim dali dogmustur (Kogyigit 2005). Etnobotanik bilgi birikimi, deneme
yanilma yoluyla edinilmis ve uzun bir zaman siireci sonucunda nesilden nesile
aktarilarak giiniimiize kadar ulas an ¢ok degerli bilgileri yansitan igerikleri ile
bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmelerine dnemli katkida bulunmaktadir. “T1bbi
bitkilerle tedavi “ anlamina gelen “Fitoterapi” terimi ise ilk kez Fransiz hekim Henri
Leclerc (1870-1955) tarafindan kullanilmustir. Bitkilerin iirettigi dogal tiriinler olan
primer ve sekonder metabolitler dogrudan ve dolayh olarak endustrinin en temel
uriinleridir.  Bitkiler, topraktan aldiklarisu , mineral ve baz1 6geleri kendi

metabolizmalarinda insan vii cudunun 6ziimleyebilecegi bilesenlere doniis tiirtirler.

Bitki kimyasallar1 genellikle primer ve sekonder metabolitler (protein ve
niikleik asitler bu siniflamanin disindadir ) olarak ikiye ayrilir (Oskay ve Oskay 2009).
Primer metabolitler (Karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb) dogada olduk¢a yaygm
olup, yiiksek bitkilerin tohum ile vejetatif dokul arinda oldukga fazladir (Cowan 1999,
Theis ve Lerdau  2003) ve hiicre metabolizmasindaki temel gorevlerinden dolayr

bitkinin fizyolojik gelisimi i¢in gereklidirler .

Pekgok yiiksek bitki , ekonomik agidan 6nem tastyan organik kimyasallar
(alkoloid, terpen, fenolik bilesikler , nadir amino asitler, bitki aminleri ve glikosidler
vb) biinyesinde biriktirerek g¢esitli bilimsel , teknolojik ve ticari uygulamalara ham
madde olusturur (Anonymous 2009). Dogal bitki tirtinleri (fitokimyasallar ) ¢ok sayida
endiistride dogrudan ya da dolayli olarak kullanilir , 6zellikle yaglar , resinler, taninler,

saponinler, dogal plastikler , yapigskanlar, balmumu, boyalar, ilaglarm kaynagi
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halindedir (Balardin ve dig . 1985, Han 2001, Anonymous 2009). Su anda ilag
endiistrisinde kullanilan 6nemli bit ki bilesikleri salisin ~ , taxol ve morfindir
(Anonymous 2003).

Sekonder metabolitler , primer metabolitlerden biyosentetik yolla iiretilmis
olup (Sekil 1.2) bitkiler alemindeki dagihis1 6zel olan bir taksonomik grup  (tiir, cins,
familya) ile smirlandirilmistir.  Sekonder metabolitlerin -, bitkinin primer
metabolizmasmdaki fonksiyonlar: tartigmali olup , genelde tozlasmada , ¢evresel
kosullara uyum , mikroorganizma, bdcek ve diger predatorlere (avcilara) karst
kimyasal savunma , diger bitkilerle ya ~ rigma gibi rollere sahip olduklari
diistiniilmektedir (Vanisree ve dig. 2004, Vanisree ve Tsay 2004). Bitki biinyesinde
oldukga az miktarlarda biriktirilirler . Ozellesmis hiicre tiplerinde ve bitkinin farkl
biliyliime evrelerinde sentezlendiklerinden dolay1 ekstraksiyonlari ile saflastiriimalar

zordur (Ozgen ve dig. 2005)

Karbon, nitrojen, iz elementler ve savunma metabolitleri bitkinin besin
kalitesini olusturmaktadirlar. Bu durum, Bryant ve dig. (1983) tarafindan 6nerilen ve
cevredeki C ve N mevcudiyetinin C bazl bitki savunma bilesenlerinin (irinoid
glikozitleri gibi) tretimini etkiledigini savunan, Karbon-Besin dengesi hipotezinin
olusumuna yol agmistir. Bu hipoteze gore; C bazli savunma bilesenleri ortamdaki C/N
mevcudiyetine bagl ise, N bazli savunma bilesenleri de (glikozinolatlar) yapraktaki
C/N  varhgindan etkilenecektir. Ornegin, 151tk smirlandirildiginda  biitiin
karbonhidratlar, karbonhidrat konsantrasyonun azalmasiyla ortaya ¢ikan biliylimeye ve
daha diisik C/N oranlarindaki bitki dokularina ydnlendirileceklerdir. Bu C/N
oranindaki dengesizlik karbon bazli sekonder metabolitlerin sentezlenmesiyle
sonuc¢lanacaktir. Artan nitrojen varligindan dolayi, alkoloid, siyanojenik glikozitler ve
glikozinolatlar gibi nitrojen iceren sekonder metabolitlerin sentezi artacaktir (Asad

2011).

Bitkiler; farkli bitki tiirlerinin metallere olan toleransliligma gore ve bunlarin
ekolojik ¢evrelerine gore 4 gruba ayrilirlar: Sadece metal icermeyen topraklarda
yasayan ve metallerce zengin topraklarda higbir populasyon ya da ekotipe sahip
olmayan bitkiler (zorunlu metal sevmeyenler); sadece metallerce zengin topraklarda,
buralara endemik olarak yasayabilen bitkiler (zorunlu metal sevenler) olarak, diger iKi

gruba giren bitkiler ise fakultatif metal sevenler olarak adl andirilirlar. Bu gruptaki
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bitkilerin bazi populasyonlari metallere karsi toleransliyken, bazi populasyonlari
toleranshi degildir (Pollard ve dig. 2002). Agir metal igerigi siiphesiz bitki i¢in hem
yararli hem de zararli olabilir. Ornegin, Zn oksidaz, peroksidaz, anhidraz ve
dehidrogenaz gibi birgok enzim i¢in kofaktor olarak hareket etmektedir (Hewitt 1983)
ve nitrojen metabolizmasini, hiicre ¢ogalmasimni, fotosentezi ve bitkilerdeki hormon
sentezini diizenlemektedir (Shier 1994). Zn’ un aksine, Cd bitki biinyesinde hi¢bir
fizyolojik fonksiyonu bilinmemektedir, bu ylizden temel element olmadig1 ve bitki ve
tohum ¢imlenmesi tizerine olumsuz etkileri oldugu rapor edilmistir (Ahmad ve dig.
2012). Ni baz1 bitki tiirleri igin gerekli olmasma ragmen, Zn, Cu ve Mg tersine temel
element degildir, yiiksek konsantrasyonlarinin bitki i¢in toksik oldugu bildirilmistir
(Seregin ve dig. 2006). bazi bitkiler agir metalleri herhangi bir toksisite semptomu
gostermeksizin toprak tistii organlarinda diger bitki tiirlerine gére 100 ila 1000 kat
daha fazla biriktirebilir . Bu tiir bitki ler “hiperakiimiilator” olarak adlandirilmaktadir
(Brooks 1998). Metal hiperakiimiilatorii bitkiler , gévde dokularnda oldukea yiiksek
konsantrasyonlarda metal iyonlarmi biriktirmekte ve detoksifiye edebilmektedir. Agir
metal toksisitesine karsi yuksek tolerans , bir genotip ile ¢evresi arasindaki etkilesime
bagli olarak metal alimmindaki azalma ve igsel alikonmadaki artigsa bagh olarak

gerceklesmektedir (Yildiz ve Terzi 2011).

Yaklasik 450 bitki turt hiperakiimiilator olarak tanimlanmis olup ;
Brassicaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae ve Euphorbiaceae bu 6zellige sahip

familyalardan yalnizca birkag tanesidir (Reeves 2006).

Oksijen insan yasami igin ¢ok elzem olmasina ka rsin, normal metabolizma
sirasinda Uretilen bazi reaktif oksijen tirleri viicuda yogun bir zarar verme
potansiyeline sahiptir (Diplock 1998). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif
oksijen tiirleri normal oksijen molekiilityle kargilasti  rildiginda, kimyasal reaktivitesi
daha yiiksek olan oksijen formlaridir ~ (Nawar 1996). Serbest radikaller , dis atomik
orbitallerinde bir veya daha fazla cift olusturmamus elektron iceren yitksek enerjili ,
stabil olmayan bilesiklerdir . Bu ¢iftlenmemi s elektron serbest radikallere biiyiik bir
reaktiflik kazandirarak protein , lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok
biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir . Bu zararin yaglanmay1 tesvik
ettigi ve ayrica kalp -damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri , Kkatarakt, bagisiklik

sisteminde zayiflama , sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok hastaliga sebep



olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock 1998). Serbest radikallerin neden
oldugu oksidasyonlari 6nleyen , serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme
yetenegine sahip maddelere “antioksidan’ ad1 verilir (Elliot 1999). Antioksidanlar
mekanizmalarma gore , birincil ve ikincil antioksidanlar olmak tizere ikiye
ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
daha zararh formlara dontismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu onleyen
bilesiklerdir . Birincil antioksidan kategorisinde yer alan siiperoksit dismutaz ~ (SOD),
glutatiyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim sistemleri serbest radikalleri
yok etme yetenegindedir . Genel olarak serbest radikallerin DNA , proteinler ve lipidler
gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel

bdlgeden digerine gegisini de onle yebilmektedirler (Diplock 1998). Ikincil
antioksidanlar ise ; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarimi kiran

C vitamini , E vitamini, irik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir ~ (Ou ve
dig. 2002). Bitkiler serbest radikal yakalayan ve bu sekilde serbest radikalleri etkisiz
hale getiren fenolik bilesikler, azotlu bilesikler, vitaminler, terpenler ve baziig¢
metabolitler gibi giiglti antioksidan aktiviteye sahip ¢esitli bilesikleri icermektedir
(Velioglu ve dig. 1998).

Giiniimiizde b itkiler ve bitkisel ilag  hammaddeleri, regete ile satilan ilag larin
% 25’ ini olus turmaktadir (Farnsworth ve dig. 1985). Son yillarda artan hastaliklara
kars1 sentetik yapih ilag larin yetersiz kalmasi, yan etkilerinin saptanmasi ve patojen
mikroorganizmalarin antibiyotiklere direng kazanmasi dogal triinlerin kullanma
zorunlulugunu arttrmus tir. Bu amag la birg ok bitki mikrobiyolojik farmakolojik
yonlerden hatta biyolojik savas  m giindemde oldugu son yillarda bitki savunma
mekanizmasi bakimindan da ¢ ok yonlii aras tirilmaktadir. Son yillarda tibbi amag larla
kullanilan bitkilerin antimikrobiyal etkileri izerine pek ¢ ok ¢ aligma yapilmis tir
(Demirbag ve ark . 1997, Kirbag 1999, Digrak ve ark. 1999, Kirbag ve Bager 2000,
Siir ve ark., 1998, Ozkal 1986, Matthews ve Haas 1993, Mericli 1986).

Baz1 bitki ekstraklarmm kullanilan bakteri ve maya tiirleri tizerine farkh
oranlarda antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 gortilmiis tir. Kirbag ve Zengin
(2006). Elazig yoresinde tib bi amag larla kullanilan Bunium paucifolium DC. var.
paucifolium, Taraxacum revertens G. Hagl., Linum nodiflorum L., Centauria kurdica

Reichart., Echium italicum L., Salvia verticillata L. subsp. amasiaca (Frey &



Barnma) Barnm, Thymus kotschyanus Boiss & Hohen var. glabrescens Boiss.,
Verbascum varians Freyn & Sind. Ranunculus constantinopolitanus (DC) UV.,
Rheum ribes L. ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi aras tirmuslardir ve aras tirma
sonunda Bunium paucifolium var. paucifolium, Linum nodiflorum, Centauria kurdica,
Salvia verticillata subsp. amasiaca, Thymus kotschyanus var. Glabrescens ve Rheum
ribes ekstraktlari test edilen mikroorganizmalarin gelis  melerini degis ik oranlarda
inhibe ettigi goézlemlenmistir. Ayni cinsin farkl taksonlari izeri ~ ndeki bu benzer
sonuglar dogaldr . Ciinkii mikrooorganizmalarin kemoterapdtik maddelere karsi
duyarhliklarmnimn sustan susa farklilik gosterdigi belir  tilmektedir (Abbasoglu ve ark .
1992).

Dogada tabii olarak yetisen baz1 bitki ekstraktlarmin ve ucucu yaglarinin
bakterilere oldugu kadar , mantarlara karsi da antifungal aktivite gosterdigi yapilan
calismalarda tespit edilmistir . Ugucu yaglar, bitkilerden yada bitkisel droglardan, su
veya su buhar1 distilasyonu ile elde edilen, normal kosullarda sivi, bazen donabilen
ucucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi k arigimlardir (Tanker ve Tanker 1990). Ugucu
yaglar, farkl bilesenleri iceren kompleks karisimlar olduklarmdan biyolojik etkileri
yoniinden de farkhilik gostermektedir . Etki dereceleri igerdikleri etken maddenin
Ozelligine bagh olarak degisiklik gosteren pek ¢ok ugucu yagin , antimikrobiyal
Ozellige sahip oldugu beli rtilmektedir (Bagci ve Digrak 1997). Droglarda seliiloz ,
nisasta, pektin, protein, seker v.s. gibi tedavi yoniinden etkisiz maddeler yaninda ¢ok
az miktarlarda bile , farmakolojik etkilere sahip bilesikler de bulunmaktadir . Bu
bilesiklere ‘etkili madde’ (mtiiessir ma dde) ismi verilmektedir (Baytop 1999).
Antimikrobiyal etkili sekonder metabolitler, yiyeceklerde olusan mikroorganizmalarin
gelisimini  onleyebilmektedirler . Dolayisiyla yiyeceklerin raf 6mrii uzamaktadir
Fitokimyasallar igerisinde Onemli antimikrobiyal aktivite gdosteren gruplar;
alkaloidler, flavonoidler, tanenler, kumarinler, terpenler ve fenilpropenlerdir (Burt
2004).

Yukarida anlatilmis olan bilgilerden yola ¢ikarak iizerinde ¢aligma yaptigimiz
E. kotschyanum tiiriniin toprak- bitki iligkileri ve biyolojik &zelliklerinin

ogrenilmesinin dnemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Erysimum tiirleri, icermis olduklar1 kimyasal bilesenlerden dolayr cesitli

biyolojik aktivitelere sahiptirler. Yaptigimiz literatlir arastrmasina gore Erysimum
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cinsine ait bazi tiirlerde c¢esitli fitokimyasal ve biyolojik aktivite g¢aligmalarina
ranstlanirken, endemik bir tiir olan Erysimum kotschyanum iizerinde taksonomik ve
floristik ¢aligmalar ve total fenolik ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi disinda

biyolojik aktivite ¢aligmasina rastlanilmamustir.

Bu ¢alismada Erysimum kotschyanum’ un ve toprak orneklerinin agir metal
icerigi, CNS analizi ve bitki ekstraktlarinin antioksidan ozellikleri, toplam fenolik
madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, antimikrobiyal aktivitesi, Sitotoksik
aktivitesi (Brine Shrimp) arastirilarak ve YPSK ile baz1 aktif bilesenlerinin (fenolik

asit) tespit edilmesi amaglanmistir.

1.1 Brassicaceae Familyasi1 ve Erysimum Cinsi

Turpgiller olarak bilinen Brassicaceae familyasi, daha ¢ok kuzey yarim kiirede
nadiren tropiklerde yayilmis (Koch ve dig. 2006), 338 cins ve 3700 tiirlin yer aldig1
ekonomik 6neme sahip olan cogunlugu tek yillik bitkilerden bir kismi ise ¢ok yillik ve
kiiciik ¢ali ya da yar1 ¢ali olmak iizere ¢ok sayida tiir iceren (Warwick ve Sauder
2005) genis bir familyadir (Al-Shehbaz ve dig. 2006). Brassicaceae familyas1 basta
yemeklik ve endiistriyel yag bitkileri, sebze tiirleri, baharat bitkileri ve yem bitkileri
olmak iizere ¢ok sayida ekonomik tiirii icermektedir. En 6nemli yemeklik yag bitkisi
Kanola (Kolza) veya yag salgam olarak bilinen Brassica napus olup Sinapis alba
(beyaz hardal) ve Brassica nigra (siyah hardal) tohumlarindan da yararlanilmaktadir.
Baharat bitkileri arasinda ise Brassica juncea (Hint hardali), Armoracia rusticana
(bayir= Yaban turbu), Sinapis alba (beyaz hardal) ve Erysimum ssp. (Duvar ¢icegi)
tirleri bulunmaktadir. Yaprak lahana bas lahana, karnabahar, brokoli, briiksel
lahanasi, alabag ve Cin lahanasi gibi Brasscia oleracea gesitlerinin yanisira turp,
bahce teresi, roka ve salgam gibi tiirler de sebze olarak yaygin sekilde
tilketilmektedir. Brassica carinata (Ethopya hardali), Camelina sativa (ketencik),
Crambe abyssinica (krambe), Eruca vesicaria (roka) gibi muhtelif tiirler ise yemeklik
yag ve protein bitkileri, biyodizel yakit bitkileri, biyolojik {iriin tasarimi ve molekler
tarim agisindan onemli potansiyele sahiptir (Gugel ve Falk 2006, Warwick ve dig.
2007). Salgam, repko veya yem lahanalar1 bir¢ok iilkede hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir (Ag¢ikgdz 2003). Ayrica salgam ve kolza yesil yem bitkisi olarak



silaj yapimimda degerlendirilmekte (Tans1 ve dig. 1999). Beyaz ve siyah hardal
tohumlarindan ise hardal sosu tiretilmektedir. Cherianthus cheiri (sebboy), Hesperis
ssp. (¢oban yildiz1) ve Lunaria annua (sedef ¢igcegi) gibi turpgil tiirleri evlerde, park
ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (Martin ve dig. 2011, Swrali ve dig.
2013).

Erysimum L. cinsinin 290 ve 350 arasinda tiir igerdigi ve Avrupa, Akdeniz
bolgesinde , YakinDogu ve Dogu Asya’nin yani sira Kuzey ve Orta Amerika boyunca
yayilis gosterdigi ve cogunlukla ¢ok yillik ve iki yillik bitkiler olduklar1 bildirilmistir
(Polatschek ve Snogerup 2002). Taksonomik ve molekiiler ¢aligmalara Erysimum’un
223 tiir (Warwick ve dig. 2006) ile Erysimeae Dumort takiminda olduklarini
gostermektedir (Warwick ve dig. 2007; German ve Al-Shehbaz 2008).

Erysimum, Flora of Turkey kaynagma gore Brassicaceae familyasinin en
zengin ikinci cinsidir (Mutlu 2010). Erysimum cinsi taksonomik olarak zor bir cinstir.
Brassicaceae familyasina ait olan Erysimum L. 21°i endemik 46 takson igermektedir.
Endemizm orani %45.6’dir (Cansaran ve dig. 2007). Erysimum cinsinin genel
ozellikleri su sekildedir: Tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar
genellikle dar, yaprak kenarlar1 dentat seklindedir. Tiiyler genellikle sikidir. Petaller,
sar1 ya da menekse rengidir. Meyve basik, dortgen veya yuvarlak silikula seklindedir.
Tohumlar, her hiicrede 1 sira halindedir. Stilus ¢ok kisa, stigma kapitat veya iKi
lopludur (Davis 1965).

Erysimum tiirleri lizerinde ¢ogunlukla yapilan taksonomik g¢alismalarin yani
sira, bu cinse ait ¢esitli tiirlerin fitokimyasal igerikleri arastirilip, bazi biyolojik

aktiviteleri bakimindan da incelenmistir.

Erysimum bitkileri, metiltiyoalkil, metilsiilfinilalkil ve metilsiilfonilalkil
glukozinolatlarin1 bulundurmalariyla nitelendirilmektedirler (Daxenbichler ve dig.
1991). Erysimum corinthium Boiss. ‘in taze yapraklari, kokleri ve tohumlarinin dogal
otoliziz ve eksojen mirosinaz hidrolizi yoluyla glukozinolat igerikleri incelenmistir ve
bunun sonucunda bu bitkide ilk kez 6 glukozinolatin varlig1 belirlenmistir; sinigrin,
progoitrin, glukoiberin, 3-propil glukozinolat, glukogerolinve glukoerisolin (Gendy ve
dig. 2010). Bir diger caligmada Erysimum crepidifolium’ un yapraklarindan dort

kardiak glikoziti izole edilmistir. Lahana kelebeginin (Pieris rapae) yumurtlamasimnin,
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Erysimum cheiranthoides’in  yapraklarmin  yiizeyindeki  glukozinolatlar  ve
kardenolidlerin  dengesinden etkilendikleri  diisiindiilmektedir. Yiizeydeki
glukozinolatlarin konsantrasyonun doku seviyeleriyle pozitif olarak alakali oldugu
ancak, kardenolid konsntrasyonunun bu bitkilerde daha diisiik yiizeye sahip oldugu
bildirilmistir (Hugentobler ve Renwick 1995). Erysimum cheiranthoides ‘in, lahana
yapraklarina uygulandiklarinda Pieris rapae’ nin larvalar1 tarafindan yenmesini
engelleyen ektrakte edilebilir bilesenler igerdikleri tespit edilmistir (Dimock ve dig.
1991). Radulovic ve dig. (2011) Yaptiklar1 bir ¢calismada Erysimum diffusum’ da
tespit ettikleri 4-izotiyosiyanatonutanoik asitin O6nemli insan patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitesi analiz edilmistir ve Onemli bir inhibitor oldugu

gosterilmistir.

1.1.1 Erysimum kotschyanum Gay.

Yogun tutamlar veya kiimeler halinde biiyliyen, ¢ok yillik bitkilerdir. Govde
7-10 cm’e kadar uzar, tiiyliidiir. Yapraklarda, en fazla 2 mm genisliginde igne benzeri
sert killar bulunmaktadir. Sepaller kese seklinde, 6-8 mm’dir. Petaller parlak sar1, 10-
12 mm’dir. Stilus 3-4.5 mm’dir. Ci¢eklenme zaman1 Mayis-Haziran aylaridir. Kayalik
yamaglar veya c¢akillarda, 1200-2900 m yiiksekliklerde yetismektedirler. Tiirkiye’de
Kiitahya, Mugla, Denizli, Antalya, Konya, Nigde, Adana smirlar1 igerisinde dogal
yayilis gosteren endemik bir tiirdiir (Davis 1965) (Sekil 1).



Sekil 1: Bitki materyali Erysimum kotschyanum Gay.

1.2 Sekonder Metabolitler

Bitkiler, insanoglunun yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan karbonhidrat,
protein ve yaglarmn, yani primer metabolitlerin temel kaynagini olustururlar. Bunun
yam sira, ‘sekonder metabolitler’ adi verilen ilag, kimya, gida, tekstil, kozmetik
sanayl ve tarimsal miicadele sektorlerinde ekonomik agidan oOnemli ve yeri
doldurulamaz bazi maddeler de bitkilerden elde edilmektedir (Ramachandra ve
Ravishankar, 2002). Sekonder metabolit kavrami ilk defa Kossel (1891) tarafindan
primer metabolitlerin karsit1 olarak tanimlanmis, Theis ve Lerdau (2003) ise sekonder
metabolitleri bitkiler tarafindan iretilen, fotosentez iriinii olmayip, birtakim
fizyolojik mekanizmalarin fonksiyonlariyla olusan fotosentez ya da solunum gibi
hayati fizyolojik olaylar i¢cin mutlak gerekli olmayan maddeler seklinde tarif etmistir.
Sekonder metabolitler, birincil metabolizma yollarmin ana {riinlerinden, 6zel
metabolik yollarla iretilmektedirler ve genellikle biyosentez yollarma gore
smiflandirilirlar (Bourgaud ve dig. 2001). Sekonder metabolitler, bitkinin biiyiime ve
gelismesinde direkt fonksiyonlara sahip olmayan, yani fotosentez, solunum,
¢oziinmils madde transferi, translokasyon, besin asimilasyonu ve farklilagsma
stireglerinde genellikle tanimlanmus bir rolleri olmayan (Hartman 1991); bitkide

savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdliirme gibi ¢evresel kosullara uyum
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faaliyetleri esnasinda iretilen organik bilesenlerdir. Bitkiler aleminde primer
metabolitlerden daha sinirli bir dagilima sahiptirler, yani genellikle yalnizca bir bitki
tirinde veya tiirlerin taksonomik olarak yakin gruplarinda bulunmaktadirlar.
Cogunlukla bitkilerin belli organlarinda bulunurlar ve bitkinin belli bir gelisim
periyodu siiresince {iretilirler (Verpoorte ve dig. 1999, Sokmen ve Giirel 2001).
Sekonder metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlari bitkinin daha direngli olmasini
saglayabilmektedir. Uretimlerinin pahali oldugu ve bitki bilyiime ve iiremesini
azalttig diistiniilmektedir (Simms 1992, Karban ve Baldwin 1997, Harvell ve Tollrian
1999, Stotz ve dig. 1999, Siemens ve dig. 2002).

Sekonder metabolitler temelde terpenler, fenoller ve azot ve/veya kiikiirt
iceren bilesikler olmak iizere 3 ana gruba ayrilirlar (Agostini- Costa ve dig. 2012)

(Tablo 1).

Tablo 1: Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi

Tip Ornek
Hemiterpenler Prenol
Monoterpenler Mentol
Seskiterpenler Limonen
TERPENLER Dl.terpenler '.I'al.kso!
Triterpenler Digitanin
Tetraterpenler Karoten
Meroterpenler Klorofil
Politerpenler Dolikol
Hidroksibenzoik Asitler Gallik asit
Hidroksisinamik Asitler Ferulik asit
Fenilpropanoidler Kumarin
. Naftokinonlar
.FENOLIK Antrasenler Aj:tgrlaonnol
BILESENLER —
Flavonlar Apigenin
Flavonoller Kuersetin
izoflavonlar Genistein
Antosiyaninler Petunidin
Heterosiklik Alkoloidler Nikotin
AZOT Non-heterosiklik Alkoloidler Efedrin
;E/IXSK: Psodo Alkoloidler Solanidin
iCEREN Siyanojenik Glikozitler Hidrojen siyanid
BILESIKLER Glukozinolatlar Sinigrin
Non-protein Amino asitler Mimozin

11




Bu gruplar kimyasal olarak birbirlerinden farkli olup, glikoliz, fotosentez ve
krebs dongiisii siireci boyunca gerceklesen metanolik yan basamaklardan
iiretilmektedir. Primer metabolizmanin ana yollar1 olan bu siireclerin ara tirtinleri olan
asetil coA, sikimik asit, mevlonik asit ve deoksiksiloz-5-fosfat iizerinden sekonder

metabolitler sentezlenmektedir (Dewick 2002).

COz2 +H:0

Fotosentez

PRIMER KARBON METABOLIZMASI

P o

Q, o OH
® HO
L/ Pe ", e 3,0 oK
WO g~ ~OM » O™
du o

\ ey
OoH HO™ Ny 0

Eritroz-4-fosfat Fosfoenolpiriivat

l /Trikarboksilik asit dongiisi Asetil Col
Sikimik asit yolu L \

Piriivat 3-Fosfogliserat

Alifatik Malonik asit Mevalonik ~ MEP
) amino asitler yolu asit yolu volu
Aromatik l
amino asitler,
Azot iceren
sekonder iiriinler

[
Fenolik Terpenler
Bilegikler

Sekil 2: Sekonder metabolitlerin baslica biyosentez yolaklar1 (Taiz ve Zeiger 2010)

1.3 Serbest Radikaller

Serbest radikal biyolojisi, son yillarda bir¢ok yonleri ile dikkatleri iizerinde
yogunlastirmustir . Bir serbest radikal 1,3,5 gibi tek sayida elektronlara sahip herhangi
bir molekiil olarak tamimlanir . Hem organic ve hem de inorganik molekiiller halinde
bulunurlar ve oldukga reaktif 6zellik tasirlar. in vivo, normal metabolizmanin iirii nleri
seklinde agiga cikan serbest radikaller ayrica organizmanin iyonize edici radyasyona
oksitleyici 0zellik tastyan ajanlara (baziilaglar , Ornegin paraquate ) ve dogal

durumunda serbest radikal metabolitleri olusturabilen ksenobiyotiklere (hiicreye
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yabanct olan maddeler) maruz kaldigi durumlarda da meydana gelirler. Canliligin
devaminin zorunlu bir parcasi olan oksijen radikalleri sayisiz enzimatik tepkime ve
biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidir. Ancak, herbir radikalin yapis1 ve etkili oldugu
yere gore hiicresel hedefler risk altindadir . Bu bakimdan, serbest radikallerin hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklari tepkimeler ve hiicresel savunmalarla adaptif
mekanizmalarin incelenmesi hentiz agiklik getirilememis bazi klinik durumlarin

patogenezine 151k tutabilir ve bu bakimdan da ilgi ¢ekebilir (Kavas1989).

Canlilarin hayatlarin stirdiirmeleri i¢in gerekli olan oksijen , elzem bir
molekiildiir. Eger oksijen molekiilii eksik indirgenirse hiicrelere zarar veren Reaktif
Oksijen Turleri (ROT) meydana gelmektedir. ROT ve Serbest Radikaller ~ (SR)
hiicrelerde asir1 miktarda olusuyor ise bu olay "oksidatif stres " olarak tanimlanir .
Oksidatif stres, hiicrelerdeki bilesenler tizerinde olumsuz bir etki olusturur . Bu etki ile
Hidroksil Radikali (OH) basta olmak tizere birgok serbest radikal, Deoksiribo Niikleik
Asit (DNA) tizerinde bulunan niikleik asit ve bazlarinin degisimine , DNA tzerindeki
zincirlerde kirilmalar meydana getirerek kanser olusumuna , hiicrelerin yaslanmasina
ve hiicrelerin 6limiine kadar giden siiregleri baslatabilirler (Moldovan ve Moldovan
2004).

Organizmada herhangi bir patolojik olay veya fizyolojik sartlarda olusan
serbest radikaller ile bunlarmn stipturiiciisii olan antioksidan savunma sistemi arasinda
bir denge vardir. Bu dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi

gosterir (Ogiit 2014).

Oksidasyon; canli hiicresinde veya lipid i¢erikli gidalarin renk , tatve
kokularinda oksijenin oksidatif etkisiyle meydana gelen ve gogunlukla istenmeyen

degisimlerdir (Sizer ve Whitney 1997, Giir ve Altug 2001).

Gidalarda oksidasyon reaksiyonlarmi onleyen veya yavaslatan antioksidanlar
lipidlerin oksidasyonunda serbest radikal iceren yaglara hidrojen veya elektron
vererek, ya da yag asidi zinciri ile serbest radikal lerin arasinda kompleks olusturarak
radikal zincirine son verirler . Antioksidanlar, kendi yapisindaki elektronlarini vererek
serbest radikalleri etkisizlestirirken kendileri ise serbest radikallere dontismezler ;

dolayisiyla da her iki formda da kararli bilesiklerdir (Anil 2006). Gidalarda bulunan
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antioksidanlarin etkileri sonucunda gidalarin renk , tat ve koku gibi 6zellikleri boylece

korunmus olur (Giir ve Altug 2001).

Oksijen, canlilarin yasamu igin vazgecilmez olmasina ragmen metabolik
faaliyetlerin ve gevresel faktorlerin etkisiyle reaktif oksijen tiirlerine doniiserek saghgi
tehdit edebilmektedir (Gok ve Serteser 2003). Oksijen, iki elektronu eslesmemis halde
olan bir elektron dagilimina sahiptir (Memisogullar1 2005).

Viicutta dog al olarak var olan antioksidan savunma sistemleri , serbest
radikallerin neden oldugu oksidasyon reaksiyonlarma karsi koymaya ¢aligirlar . Bu
durum normal fizyolojik sartlarda bir denge halinde olup , antioksidan tuketiminin

azalmasi veya serbest radikal olusumunun artmasi halinde birgok hastaligin

olugsmasmdan sorumlu tutulan oksidatif strese neden olur (Giinaydin ve Celebi 2003).

Serbest radikal olusturan kaynaklar arasmmda UV , radyasyon, giines 1sinlarinimn
bir kismu , fosil kokenli yakit madd  elerinin bazi yanma trtinleri , viriisler, sigara
dumami, stres, enfeksiyon, iltihap, yag metabolizmasinin toksik tiriinleri , tahrip edici
kimyasallar, mitokondrilerde elektron transport zincirindeki oksijenin tam olmayan
rediiksiyonu, zirai miicadele ila ¢ kalintilar1 , bakir ve demir gibi metallerin aracilik
ettigi bazi kimyasal reaksiyonlar , cerrahi miidahale sonrasida gozlenen organ hasarlar
ve iskemik dokularin reperfiizyonu yer almaktadir (Lee ve dig. 2004, Gok ve Serteser
2003, Giinaydin ve Celebi 2003). Radikaller biitiin hiicresel makro molekiiller ile
reaksiyona girebilirler . Bu tiir hiicresel hasar olusumuna , lipidlerdeki peroksidasyon

ve DNA hasar1 6rnek verilebilir .

Lipidlerin Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, organel ve plazma
membranlarindaki lipidler izerinde peroksidasyona neden olurlar . Hidroksillik radikal
membran lipidleriyle ¢ift bag yaparak boylece radikal -lipid etkilesmesiyle zincirleme
reaksiyonla Malondialdehit (MDA), dien konjugatlar gibi peroksidasyon triinler i
olugur. Eritrosit membranlarindaki, lipozomal membranlarin okside olmasi sonucu bu
yapilarin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri degisir . Bu degisimin sonucunda membranin
iyon gecirgenligi bozularak eritrositler hemoliz olur . Boylece yay gmn bir sekilde

organel, membran ve hiicre hasari ortaya ¢ikar (Muray ve dig. 1996).
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DNA Hasari: Serbest oksijen radikallerinin -, mitokondrial ve niikleer

DNA’daki timinle reaksiyona girmesiyle , tek zincir kirilmalart meydana gelir . Bu
sekilde hiicreler in enerji kaybetmesiyle nekrotik hiicre Olimii gerceklesmektedir .
Bugiine kadar oksidatif olarak degismis olan yaklasik 20 tiir DNA saptanmustir

(Muray ve dig. 1996, Onat ve dig. 2006).

Canlilar sahip olduklar1 enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma
sistemleri sayesinde kendilerini serbest radikallerin zararh etkilerinden
koruyabilmektedirler . Aksi halde reaktif oksijenler hiicrele rin 6liimiine neden olurlar
(Thomas 1995, Blomhoff 2005).

1.4 Antioksidanlar

Hiicre ve dokular, radikal {iriinleri ve reaksiyonlarini inhibe eden bir sisteme
sahiptir. Radikallerle oldukca ivedi reaksiyonlara girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini Onleyen maddeler antioksidan olarak
tamimlanir (Aslan ve dig. 1995). Bir seklide olusturulan herhangi bir ilk radikal
irlinlin reaktif karakterine bagli olarak biyomolekiiler ve hiicresel yapilara
saldirmasinin onlenmesi antioksidan savunma sisteminin isidir (Byung 1994). Zincir
kirma reaksiyonlarinin her basamaginda kesinlikle az da olsa hiperoksit olusmas1 ve
ortamdaki {riinler ve haraplanmanin sifirlanamamasi nedeniyle oksidasyon
reaksiyonlar1 ve radikaller tamamen yok edilemez (Gutteridge 1995, Haber ve Weiss
1934).

Antioksidan savunma; radikal metabolit {iretiminin Onlenmesi, {iretilmis
radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre haraplanmasinin onarilmasi, sekonder radikal
ireten zincir reaksiyonlarmin durdurulmas: ve endojen antioksidan kapasitenin
arttirilmast olarak ayrimlanan bes degisik blokta yiiriir (Gutteridge 1995). Bazi
yazarlar, antioksidan savunmayi, bilesenlerin enzimsel olup olmamasma bakarak;
katalaz, SOD ve GSH-Px’m rol aldig1 antioksidan aktiviteleri ‘enzimatik antioksidan
savunma’ tokoferol, askorbat, glutatyon, iirik asit, glikoz gibi maddelerle
gerceklestirilen  deoksidasyon islemlerini  ‘nonenzimatik  savunma’  olarak

tammlamaktadir (Byung 1994). Ote yandan, antioksidanlara daha spesifik rollerin
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yiiklendigi ¢aligmalarda, antioksidan savunmanin seliiler, membransel ve ekstraseliiler

olarak siniflandirildig: goriilmektedir (Mccord 1969).

Diyetle alman antioksidanlar, oksidatif stresin etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda endojen kaynakli  antioksidanlara yardimci olmaktadirlar
Antioksidanlarm diger tiretim yolu ise bunlarin endustriyel olarak sentezlenmesidir
Bu sekilde iiretilen antioksidanlar ~ sentetik antioksidanlardir . Dogal antioksidanlarin
tersine sentetik antioksidanlarin insan saghigi agisindan guvenilirligi tartigmalidir
(Jadhav ve dig. 1996). Sentetik antioksidanlar 6zellikle hazir gidalarda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bunun temel nedeni deodorizasyon veya kizartma gibi sicaklik
uygulamalar1 ve uzun depolama sartlar1 altinda gidalarda lipid oksidasyonu
sonucunda serbest radikal olusumunun Onlenmesi ve beslenmeyle alinan gidalar
araciligiyla organizmada olusabilecek serbest radikal diizeyini diislirerek ortaya
cikabilecek hastaliklara karsi korumaktir  (Pokorny 2007). Sentetik antioksidanlardan
en onemlileri BHA  (biitillenmis hidroksianisol ), BHT (biitillenmis hidroksitoluen ),
TBHQ (tersiyerbutil hidrokinon) ve PG (propilgallat)’dir. Ancak giinimuzde sentetik
antioksidanlarin bazi toksik etkilere sahip oldugunun belirlenmesi sonucu dogal

antioksidanlara olan ilgi giderek artmaktadir (Jadhav ve dig. 1996).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar1 etkisizlestirirler (Cherubini
ve dig. 2005,Young ve Woodside 2001, S6zmen 2002, Taysi ve dig. 2002, Taysi ve
dig. 2002).

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile gevirme
seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir .

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan
yapilir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi  : Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini
engelleyen agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin ,

seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir.
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Sekil 3: Antioksidanlarm siniflandirilmasi (Wootton 2011’ den uyarlanmustir.)
1.4.1 Fenolik Bilesenler
Biitiin bitki metabolizmalarinda , sekonder metabolit olarak bulunan ve

bitkilerin kendilerini bazi zararhlara karsi korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida

farkh nitelik ve miktarlarda cesitli fenol ik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli 2007).

Bitkilerin ikincil metabolizma tirtinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler
bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup , glinlimiizde binlerce fenolik
bilesigin yapisi tanimlanmigtir  (Kafkas ve dig. 2006). Bunlara devamli olarak bulunan
yeni tanimlanan fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu 2004). Fenolik bilesikler
bitkilerin meyve , sebze, tohum, c¢icek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunab ilirler
(Bilaloglu ve Harmandar 1999, Coskun 2006, Aydin ve Ustiin 2007). Fenolik
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bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar

Flavanoidler, bitkisel caylarm , meyve ve sebzelerin dogal yapilarmmda bulunan
polifenolik antioksidanlardir . Fenolik bilesiklerin bir kismi meyve ve sebzeler in
lezzetinin olugsmasinda , Ozellikle agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat
unsurunun olusmasinda etkilidirler . Bir kismi ise meyve ve sebzelerin sar1 , sari-eSmer,
kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olusmasim saglamaktadirlar . Meyve ve sebzelerin
islenmelerinde enzimatik esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden olmaktadirlar

Bu ozellikler meyve ve sebzeler ile bunlardan elde edilen uruinler i¢in son derece

onemlidir (Cemeroglu 2004, Zor 2007, Gilingér 2007, Anonim 2006).

Meyveler, 6zellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve
antimikrobiyal etkilerine bagl olarak saglk tizerine olumlu etkilerinden dolay1
fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz 2004). Fenolik
bilesiklere , beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri nedeniyle  "biyoflavonoid ™
ad1 da verilmektedir . Bazi kaynaklarda P faktorii  (permeabilite faktorii ) veya P
vitamini olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli 2007, Cemeroglu 2004). Ayrica
gida bileseni olarak fenolik bilesikler ; enzim inhibisyonuna neden olmalar1 ve degisik
gidalarda kalite kontrol kriteri olmalar1 gibi nedenlerle de onem tasimaktadirlar

(Saldaml1 2007, Anonim 2006).

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler , fenolik asitler ve

flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu 2004).

1.4.1.1 Fenolik Asitler

Hidroksi benzoik asit ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarla genelede iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik
asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-Cs fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasmna baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkl 6zellik
gosterirler. Benzoik asit tiirevlerine 6rnek olarak , protokatesuik asit , p-
hidroksibenzoik asit , vanilik asit , salisilik asit ve gensitik asit verilebilir . Kumarik
asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit ise sinamik asit tiirevlerindendir (Ribéreau-

Gayon vd. 2000, Yiicel ve Otles 2001, Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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Benzoik Asit R, R, Ri R4
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
protoketesuik asit H OH OH H
Rq COOH vanilik asit H OCH; OH H
gallik asit H OH OH OH
R R, sirincik asit H OCH: OH OCH;
" salisilik asit OH H H H
R, gentisik asit OH H H OH
Rs &~ COOH  Hidroksisinamik Asit Ry R, R;
p-kumarik asit H OH H
i kafeik asit OH OH H
? ferulik asit OCH;  OH H
R, sinapik asit OCH; OH  OCH;

Sekil 4: Fenolik asitlerin kimyasal yapis1 (Jackson 2000, Fraga 2010)

1.4.2 Flavonoidler

Flavanoidler, bitkilerde bulunan bilesiklerin en Onemli grubunu
olusturmaktadir. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince ‘sar1’ anlamina gelen ‘flavus’
sozciigiinden tiiretilerek flavanoid admi almislardir. Ik defa olarak flavanoid tipli
madde Sevrole tarafindan mese agacinin bir tiirliniin koklerinden izole edilmistir.
Daha sonralar1 bu madde kuersetin olarak adlandirilmis ve sar1 renkli boya olarak
kullanilmaktadir (Mammadov 2014). Flavonoidler, temel yapis1i Cg-C3-Cg
difenilpropan iskeletinden olusmaktadir. Ortadaki piran halkasindaki degisiklige gore
% alt grupta incelenmektedirler (S6ylemezoglu 2003).
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Sekil 5: Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Cikrik¢1 2005)
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1.5 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkl arastiricilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in farkl terimlerin kullanildig1
goruliir. Karsilagilabilecek terimler total antioksidan “kapasite” veya “etkinlik” :
“glic”, “parametre”, “potansiyel”’, ‘“potens” ve “aktivite” dir . Bir kimyasalin
“aktivitesi” basmg , sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon
kosullar1 belirtilmedik¢e anlamsizdir . Tek bir analiz yontemi ile 6l¢iilen “antioksidan
aktivite” o yoOntemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi
yansittigindan verileri “total antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek
uygun olmayabilir ve yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi yerine farklh
deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak onerilmektedir . Yada
“peroksil radikal stipurucu kapasite” , “stiperoksit supiiriicu kapasite” , “demir iyonu
indirgeme kapasitesi” gibi 6lciim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin

kullanilmas1 da dnerilmektedir (Koleva ve dig. 2002).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon

acisindan temel olarak iki sinifta toplanabilir:

i) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

ii) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esash analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir
ve kantitasyon kinetik egrilerden turetilir . HAT- esasli yontemler genellikle bir
sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan
olusur. ET esash yontemler reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (aym1
zamanda reaksiyonu takip etmek igin prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu
icerir. Elektron transferine dayali testler antioksidan ile oksidanin reaksiyonunda
oksidanin indirgenmesi sonucu olusan renk degisimi esasina dayanwr. HAT ve ET
esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine radikal (veya

oksidan) siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye doniiktiir .
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HAT reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan

yarigmali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanir. HAT analiz yontemleri:
a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu ,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)
d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET esash analiz yOntemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin 6l¢iimiine dayamr . Renk
degisiminin derecesi Ornekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir. ET esash

analiz yontemleri:
a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6lgtimii
¢) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gicii (FRAP)GIgtimil
d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan
potansiyel” 6l¢iim yontemi
e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim yontemi

f) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak

siralanabilir.

1.5.1 p-Karoten/ Linoleik Asit Yontemi

B-karoten/linoleik asit sistemi yiiksek sicaklikta linoleik asitin oksidasyonu
sirasinda meydana gelen peroksit radikallerinin  -karoten molekiiliinde renk acilimina

neden olmas1 durumuna dayanir (Taga ve dig. 1984). Olgiimler sonucunda linoleik
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asidin oksidayonunu inhibe etme oraninin ytiksek olmasi bu numunenin guglii bir
antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gosterir. B-karoten/linoleik asit sistemi esas
olarak hidrojen transferine dayanan antioksidan kapasite testlerinden biri olup ¢oziicii

ve pH’dan etkilenmeden oldukga kisa siirede gergeklesmektedir (Apak ve dig. 2007).

1.5.2 DPPH Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin (Sekil 6) antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
onerilmesi ile ortaya ¢ikmustir . Antioksidan aktivite 6l¢iimlerinin yogunlastigi yillarda
Brand-Williams ve arkadaglar1 (Brand-Williams ve dig. 1995) yontemi gelistirmis ve
bu yontem pek c¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmistir . Yontemin esasi
DPPH igeren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir molekiilin
(antioksidan) ¢6zeltisinin karistirilmas: sonucu DPPH radikalinin indirgenmesine ve
¢Ozeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasma dayanir . Mor renkli ¢ozeltinin

520 nm civarindaki absorbansmin azalmasi 6lgulerek reaksiyon takip edilir .

Bu yontem antioksidanlarin radikal siipiirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay
ve gegerli bir yontem olarak bilinmektedir. Antioksidan etkinligi arastirilmak istenen bitki
ekstraktlarinin  DPPH radikalini temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile
olusturduklar1 rengin 517 nm’ de dl¢iilmesine ve standart madde ile karsilagtirimasina

dayanmaktadir (Blois 1958).

NO, NO,
DPPH DPPH
(Mor)

Sekil 6: DPPH' in antioksidan madde ile reaksiyonu
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1.5.3 Demir Iyonu Indirgeyeci Antioksidan Giicii (FRAP) Yontemi

Antioksidan kapasite tayininde kullanilan diger bir metot olan indirgeme
giiclinde yiiksek absorbans yiiksek indirgeme potansiyelini gostermektedir . Metot,
asidik ortamda antioksidan fenolik bilesiklerin [K3Fe(CN)e] igindeki Fe (I11)’lin
Fe(Il)’ye indirgenmesine dayanmaktadir. indirgeme reaksiyonu sonucu olusan Prusya
mavisi renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans gostermektedir . Antioksidan
maddelerin etkinligine baglh olarak Prusya mavisi renk yesil ile mavi arasinda
degismektedir. Absorbansm artmasi indirgeme giicunun yuksekligini gosterir

(Mathew ve Abraham 2006).

1.5.4 ABTS Antioksidan Kapasite Yontemi

Troloks esiti antioksidan kapasite yontemi ilk defa Miller ve arkadaslari
tarafindan raporlanmig (Miller ve dig. 1993) olup sonrasinda Re ve arkadaslari
tarafindan da gelistirilmistir (Re ve dig. 1999). TEAC analizi 2,2’-azinobis (3-etil-
bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan
absorbansmin engellenmesi temeline dayanir. TEAC’ 1n karakteristik dalga boyu 660,
734 ve 820 nm’de maksimum absorbasyon yapar (Prior ve dig. 1999). Radikal katyon
formunda iiretilen ABTS, temel spektrofotometrik olarak ¢esitli maddelerin toplam
antioksidan aktivitesini 6lgmede uygulanir. Deneyler renksiz sivi potasyum persiilfit
ile ABTS’nin oksidasyonu araciliginda ABTS’deki renk iiretimini igermekte olup
hem lipofilik bilesenlere hem de hidrofilik bilesenlere uygulanabilirABTS ¢ozeltisi
seyreltilir ve yaklasik 10 dakika i¢cinde absorbansi 6l¢iildiikten sonra 1 ml ¢ozeltiler
ile farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlarin ilk karisimi dlgiiliir. Trolox, vitamin E’
nin suda ¢oziinen analogu olup referans standart olarak kullanilir. Analiz genis bir
sekilde bitkilerin antioksidan ozelliklerini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Ali ve

dig. 2008).
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Sekil 7: ABTS' nin kimyasal reaksiyonu (Pannala ve dig. 2001)

1.6 Sekonder Metabolit Miktar Tayini

1.6.1 Folin-Ciocalteu Ayirac1 (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

Bu yontem, antioksidanlarm toplam fenol miktarin1 6l¢mek i¢in Singleton ve
arkadaslar tarafindan gelistirilmistir (Lussignoli ve dig. 1999). Y6temin esasi fenolik
bilesenler ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyuma elektron transfer
edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli karigtmmn olusumu 750-765 nm’ de
spektrofotometrik olarak belirlenir (Albayrak 2010). Standart bilesik olarak genellikle
gallik asit esiti verilse de son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda gallik asit yerine
tannik asit, klorojenik asit, kaffeik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve ferrulik asit

de kullanilmaktadir (Prior ve dig. 2005).

1.6.2 Toplam Flavonoid Miktar

Serbest radikal {ireten enzimlerin inhibisyonu, serbest radikallerin siipiiriilmesi
ve demir ve bakir iyonlarimi selatmasi gibi bir¢ok farkli aktivitesinden dolay1
flavonoidler antioksidan ozellik gostermektedirler (Benavente ve Garcia 1997).
Flavonoidler, antioksidan aktivitelerini degisik yollarla gostermektedir . Zincir kirict

etkileriyle bazi radikal tiirlerini do grudan yakalama 6zellikleri vardir. Bununla birlikte
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a-tokoferol gibi; diger antioksidanlara hidrojen vererek onlar1 yeniden aktif hale
getirmekte ve dolayisiyla lipit peroksidasyonunu 6nleyebilmektedir. Demir, bakir gibi
bazi prooksidan metal iyonlariyla kelat olusturarak serbest radikal olusumuna engel
olabilmektedir. Flavonoidler, kanserin engellenmesinde antioksidan 06zellikleri
disinda farkli sekillerde de etkili olabilmektedir. Bunlar arasinda DNA’nin oksidatif
zarardan korunmasi, mutajen genlerin olusumunun engellenmesi, kanser olusumunu
tesvik eden enzimlerin ve karsinojenlerin aktivitesinin dnlenmesi sayilabilmektedir
(Kris-Etherton ve dig. 2002). Antioksidan aktivitelerine ek olarak flavonoidler;
prostaglandin sentaz, lipoksigenaz ve siklogenaz gibi enzimleri inhibe ederler ve
glutation-S-transferaz gibi detoksifiye edici enzimleri tesvik ederler (Lee ve dig.
1995). Toplam flavonoid madde miktari, flavon ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-
3 veya C-5 hidroksil gruplar ile aliiminyum kloriiriin asit i¢inde kararli kompleksler
olusturmasi esasina dayanan, Aliminyum kloriir (AICl3) kolorimetrik metodu
kullanilarak tayin edilmektedir. Bu yontemde esdeger olarak genellikle kuersetin

standart1 kullanilmaktadir (Chang ve dig. 2002).

1.7 Antimikrobiyal Maddeler ve Etki Mekanizmalan

Antimikrobiyaller ,  mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon
hastaliklarin1 tedavi etmek icin kullanilan ilaglar ~ dir. Ortak dezavantajlari, yan
etkilerinin olmasi ve mikroorganizmalarda direng¢ gelisimine neden olmalaridir . Bu
nedenle gerektigi durumlarda , etkene ve konaga ait faktorler dikkate alinarak secilip

kullanilmalar1 gerekir.

“Antibiyotikler”, bazi bakteri ve mantarlarca iiretilen ve diger bakterilerin
cogalmasini engelleyen  (bakteriyostatik) veya onlar1 6ldiiren  (bakterisidal) dogal
maddelerdir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler antibiyotiklere 6rnektir
Antibiyotiklerle ayni etkiyi gosteren , ancak sentetik olarak sentezlenen kimyasal
bilesikler ise “kemoterapotik ajanlar” olarak adlandirtlir . Siilfonamidler, kinolonlar,
imidazoller bunlara 6rnektir . Bazi antibiyotikler veya tiirevleri kimyasal
maniiplasyonlarla sentezlenebilir ~ (semi-sentetik antibiyotikler). Bu nedenle , bu

terimler arasindaki sinir her zaman net olarak cizilemeyebilir . Bu makalede |,
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antibiyotik ve kemoterapotik terimlerinin ikisini de kapsamasi nedeniyle

“antimikrobiyal” terimi kullanilmstir .

20. yiizyilin baglarma kadar mikroorganizmalar1 insan organizmasina zarar
vermeden etkisiz hale getirmenin imkansiz oldugu diisiiniilmekteydi. M.O 2500
yillarinda antimikrobiyal tedavi yontemleri farkinda olmadan kullanilmis ve bazi bitki
kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler, enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde olumlu
sonuglar vermistir. 17. yiizyilda Gliney Amerika’da , insanlar Cinchora bitkisinin
kabugunu yiyerek sitmadan korunmuslar, ipeka bitkisinin kok ekstresini kullanarak
amipli dizanteri hastaligini tedavi etmislerdir. 19. Yiizyilin sonlarinda Paul Ehrlich,
bir arsenik bilesigi olan arsfenamin ile sifilizi, tripan kirmizisi boyasi ile Afrika uyku
hastaligin1 tedavi etmeyi basarmustir. 1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan
bulunan ve bu yillarda toksik etkileri nedeniyle kullanim alanmna giremeyen penisilin
1940 yihinda kullanilir hale Ernest Chain ve Howard Florey tarafindan getirilmistir
Son yillarda antibakteriyel etki alan1 daha genislemis ve toksik etkisi az olan ,
mikroorganizmalar1 6lduriici  ya da mikroorganizmalarm iiremesini durdurucu etki
gosteren bir¢ok antibiyotik ve antibiyotiklerle benzer 6zelliklere sahip olup timiiyle

sentetik olan (kimyasal yolla sentez edilen ) kemoterapotik maddeler tiretilmistir .

Antimikrobiyal maddelerin etkisi mikroorganizmanin cins sayisinin az ya da
cok olusuna bagli olarak, dar ya da genis spektrumlu olabilmektedirler. En dar
spektrumlu maddeler enfeksiyona sebep olan mikroorganizma tizerinde etkili ve
tedavide ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilmektedirler. Genis
spektrumlu antimkrobiyal maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan
ve ekolojik dengeyi saglayan normal mikroorganizma florasini bozmaktadir. Fakat
birgok patojenin birlikte etken oldugu enfeksiyonlarda ya da mikrobiyoloji
laboratuvar1 sonuglarmm beklenemeyecegi acil durumlarda genis spektrumlu
antimikrobiyal maddeler (kinonlar, karbapenemler vb.) kullanilmaktadir (Akyiiz
2007, Burnaz 2007).

Antimikrobiyaller , etki mekanizmalarma gore bes sinifta toplanirlar :

a) Hiicre duvari sentez inhibitorleri
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b)

Beta laktamlar (penisilinler , sefalosporinler, mono- baktamlar,
karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari )
Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin);

Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin,

mersasidin, moenomisin)
Protein sentez inhibitorleri ;

508 alt tiniteye baglanar ~ ak etkili olanlar (makrolidler, ketolidler,
linkozamidler, streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar);

308 alt tiniteye baglana rak etkili olanlar (aminoglikozidler,
tetrasiklinler, glisilsiklinler);

Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)

Niikleik asit sentez inhibitorleri (kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)
Antimetabolitler (trimetoprim-siilfametoksazol, para-amino salisilik
asit)

Membran butiinliigiinii bozanlar;

Peptid antibiyotikler (polipeptit antibiyotikler [basitrasin, gramisidin S,
polimiksinler], lineer katyonik peptitler [defensinler, maganinler],
ribozomal peptitler [lantibiyotikler], digerleri [pirokorisin, drododoin,

apiadesin]);

Siklik lipopeptitler (daptomisin).

Antimikrobiyal ilaclara Ozellikle de antibiyotiklere karst enfeksiyoz
hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin direng kazanmasi klinik bir problem
haline geldikten sonra, insanlar yeniden dogal antimikrobiyallere yonelmisler ve bu
konudaki ¢aligmalar hiz kazanmistir (Oskay ve dig. 2007). Bilim insanlar1 direng
gelistiren bakterilere kars1 koyabilmek i¢in alternatif antibiyotik ajan tiretme
cahsmalarmi hizli bir sekilde siirdiirmektedirler . In vitro kosullarda yapilnus pek cok
calismada bitkilerden elde edilen dziitlerin ve bu 6ziitlerden saflastirilan bilesiklerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ¢ok sayida arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.

(Sibanda ve Okoh 2007).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 MATERYAL

2.1.1 Bitki (E. kotschyanum Gay. ) ve Toprak Materyalleri

Arazi calismalar1 kapsaminda tez calismalarinda yer alan endemik E.
kotschyanum tiiriiniin alternatif lokaliteleri ilgili kaynaklar (Davis 1984, Uysal 1999)
taranarak tespit edilmistir ve bu tiirlerin ¢igeklenme donemleri, yayilis gosterdikleri
lokaliteler, habitatlar1 ve yiikseklikleri dogrultusunda bir arazi c¢alisma plam
hazirlanmistir. Bu arazi plani sayesinde ornekler dogru zaman ve lokalitelerden
toplanmigtir. Tiriin yayilis alanlarinin GPS (Global Positioning System) kaydi

alinmustir.

Toprak Ornegi alinirken zig-zag hattin koselerindeki her noktadan V harfi
seklinde 30 cm derinligindeki ¢ukur agilir, daha sonra bu c¢ukurun bir yiizeyi
diizeltilerek bu ylizeyden 3-4 cm kalmliginda bir toprak dilimi alimmistir. Alinan

topraklar bir plastik kovada biriktirilmistir (Kagar 1972).

Toprak ve bitki 6rnekleri Denizli Honaz Dagi’'ndan 2131 m (37° 41° 135/ 29°
16° 233”), 2302 m ( 37° 40’ 7507/ 29° 16> 761" ), 2467 m (37° 40°559”/ 29° 17°
159”) yiiksekliklerden  alinmustir. Toplanan bitki 6rneklerinin teshisi, Pamukkale
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Sistematik Botanik Laboratuvarinda Prof.Dr.
Olcay Diisen tarafindan yapilmustir.
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Sekil 8: Bitki materyali Erysimum kotschyanum Gay.

Sekil 9: Toprak materyali (Honaz Dag1)
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2.2  YONTEM

2.2.1 Toprak ve Bitki Orneklerinin Analizi

2.2.1.1 pH Tayini

Kurutulmus, 6giitiilmiis ve 2 mm’lik elekten gegirilmis toprak 6rneginden 100 gr
pH kabma koyulmustur. Olgii silindiri yardimiyla saf su azar azar dokiilerek saturasyon
macunu elde edilmistir (parlak, kavi, akiskan). 2 saat beklendikten sonra pH metrenin
kalibrasyonu yapildiktan sonra pH metrenin distu saturasyon macunu i¢ine sokularak

Olglim yapilmistir. Ayn1 zamanda saturasyon macununun 1sis1 Ol¢iilmiistiir (Kagar 1972).

Sekil 10: Toprak 6rneginin pH analizi
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2.2.1.2 Tuzluluk Tayini

Kurutulmus toprak 6rnekleri 2 mm’ lik elekten gecirildikten sonra 100 gr pH
kabma koyulmustur. Olgii silindiri yardimiyla saf su azar azar dokiilerek saturasyon
macunu elde edilmistir (parlak, kavi, akiskan). 2 saat beklendikten sonra toprak

orneginin tuzluluk degeri ECM cihazi ile belirlenmistir (Kagar 1972).

Sekil 11: Toprak 6rneginin tuz analizi

2.2.1.3 Kire¢ Tayini

Toprak Ornekleri cam siselerde 1 gr tartilmistir. Scheible kalsimetresinde
hacim olgiimii yapilmigtir. 100 ml teknik HCI-300 ml saf su karigimi (1/3 HCI
karigimi) siselerdeki toprak ornekleri tizerine dokiilmiistiir. Kalsimetrede eksilen Kcl

degeri Olciilmiistiir (Kacar 1972).

9%CaCOs= V x(b-¢)x273 / 760x(273+t)xm
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Sekil 12: Kalsimetre ile topraklarin kireg¢ analizi

2.2.1.4 Karbon, Nitrojen ve Siilfiir (CNS) Tayini

CNS analizi, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar
Laboratuvarinda Elementar Vario MICRO Cube Analiz cihazi kullanilarak, hizmet
alimi kapsaminda, tayin edilmistir. Elementar Vario MICRO Cube Analiz cihazi,
1150°C”’ yi bulan sicaklikta, 1-10 mg olarak tartilan yaprak 6rneklerini yakma yoluyla
C, H, N, S ve O element yiizdelerini yiiksek hassasiyette tayin edebilmektedir
(Bryant ve dig. 1983).

2.2.1.5 Bitki ve Toprak Orneklerinin Agir Metal Analizi

Milestone Start D cihazinda bitki/toprak numuneleri yakilir. Mikro dalga
kaplarinda, homojenize edilmis numuneden 0.5 g alinip, iizerine 9 ml 10 M HNOj3 ve
3 ml HCL eklenmistir (EPA 3051A 1998). Yakma islemine ait iki asamali sicaklik
programi su sekildedir: ilk asama, 15 dakika mikrodalga cihazinin sicakligr 110 °C’
ye cikarilmstir. Tkinci asamada 110 °C’ lik sicaklikta 15 dakika beklenmistir (Saltan
ve dig. 2015).
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Bitki ve toprak Orneklerinin agir metal analizi, Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde, ICPOES

yontemi kullanilarak, hizmet alimi kapsaminda belirlenmistir.

2.2.2 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Cigeklenme zamaninda toplanan bitki 6rnekleri teshis edildikten sonra golgede
kurutulmustur. Kurutulan bitkiler blender yardimu ile par¢alanmistir. 10 gr kurutulmus
ornekler erlenlere aktarilip iizerlerine 100 ml ¢6ziicti (etanol, aseton, su) eklenerek 6
saat boyunca 55 °C’ ye ayarlanan g¢alkalamali su banyosuna koyulmustur. 6 saat
sonunda su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler Whatman no.1 filtre kagidi1 kullanilarak
amber siselere siiziilmiistiir. Bu islem, ayni1 prosediir izlenerek 2 kez tekrar edilmistir.
Siiziilen ¢ozeltilerden ¢oziiciiyii (etanol, aseton) uzaklastirmak tizere 48°C, 70 rmp
hiza ayarlanan rotary evaporator kullanilmistir. Su ile hazirlanan ekstraktlar ve diger
coziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin biinyesinde kalan su, liyofilizatér yardimi ile
dondurularak kurutulmustur. Elde edilen ekstraktlar -20°C’ de muhafaza edilmistir

(Feresin ve dig. 2000).
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Sekil 13: Bitkilerin ekstraktsiyon agamalar1

2.2.3 Biyolojik Aktivitelerin Belirlenmesi
2.2.3.1 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.2.3.1.1 B-Karoten/ Linoleik Asit Yontemi

Bu metod linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest radikal zincir
reaksiyonu sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan B-karotenin renk aciliminin

izlenmesi temeline dayanir. Reaksiyon mekanizmast;

B-karoten stok ¢ozeltisi, 2 mg B-karotenin 10 ml kloroformda ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin 1 mL, 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 20 ilave
edilmistir. Kloroform rotary evoparotdrde buharlastirildiktan sonra 100 mL dH,O ile
karistirilmigtir. Bu emiilsiyonunun 4.8 mL 0.2 mg 6rnek igeren 0.2 mL ekstrakt

cozeltileri bulunan test tiiplerine ilave edilmistir. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir
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edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak baslangi¢
absorbanslar1 470 nm' de 6l¢iilmiistiir. Tiipler 50°C'de inkiibasyona birakilmis ve -
Karotenin rengi kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Bu
test sisteminde BHA pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Deney ti¢ tekrarli yapilmistir.

Toplam antioksidan aktivite asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:
AA: [ 1- (Ac-Acl A - AD)] x 100

Burada Ap ornegin ilk absorbansi, A; kontrolun ilk absorbansi, AOO Ornegin
120 dk sonraki absorbansi, A’ kontrolun 120 dk sonraki absorbansidir (Amin ve dig.
2004). Bu test sisteminde standart olarak BHA ve BHT kullanilmustir.

2.2.3.1.2 DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Wu ve dig. 2006). DPPH’in
%0.004’lik (w/v) metanolik ¢ozeltisinin 4 mL’si, ekstraktlarn 1 mL (0.2-1.0 mg)’si
ile karigtirtlmis ve oda sicakhgmmda , karanhk ortamda 30 dk. siiresince inkiibasyona
birakilmistir . Bu siire sonunda 6rneklerin absorbans1 517 nm’de dlgiilmustiir . Deney

ti¢ tekrarli yapilmastir.

Absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmustir:
Inhibisyon (%) = [(Akontrol — Adrnek) /Akontrol] x 100

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak belirlenen ektrakt
derisimlerine kars1 grafige gecirilmis, buradan DPPH radikalinin yarisin stiptirebilen
konsantrasyon hesaplanmistir (ICs0). 1Cso degerinin diisitk olmasi antioksidan
kapasitenin yiitksek oldugunu gostermektedir . Bu test sisteminde BHT standart olarak

kullanilmaistir.
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2.2.3.1.3 Demir Iyonu indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Yontemi

Indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu (1986) tarafindan belirlenen yonteme gore
tespit edilmistir. Oziitlerin 2.5 ml’si (0.2-1.0 mg/ml) test tiiplerine konularak her bir
tiipe 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve 2.5 ml % 1’lik potasyum ferrosiyaniir
ilave edilmistir . Karigim 50°C’de 20 dk. inkiibe edilmistir . Daha sonra tepkime
karistmma 2.5 mL %10’luk triklorasetik asit ilave edilerek c¢ozeltiden 2.5 mL
alnmustir . Ornek iizerine 2.5 mL dH20 ve % 0,1°lik 0.5 mL FeCls ilavesinden sonra
700 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Kontrol olarak 6rnek yerine metanol
kullanilmistir. Bu test sisteminde BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Deney {i¢

tekrarli yapilmistir.

2.2.3.1.4 ABTS Serbest Radikal Giderim Aktivite Yontemi

ABTSe+ radikali, 7mM ABTS c¢o6zeltisi ve 2.45 mM potasyum persiilfat
coOzeltisi arasindaki reaksiyonla olusturuldu. 12 saat oda sicakliginda karanlikta
bekletildi. Kullanmadan once etanolle (0.1M, pH=7.4), absorbans 734 nm’de
0.7+£0.025 olacak sekilde seyreltildi. 0.9 mL ABTS g¢ozeltisi, 0.1 ml ve 0.2 ml
ekstraklara (100-200 pug/mL) eklendi. 15 dk sonra 734 nm’de absorbans okundu (Ree
ve dig. 1999). Deney li¢ tekrarli yapilmistir. Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon

degerleri hesaplandi.
ABTS radikal giderme aktivitesi (%) =[ (A0 — A1) / A0 ] x 100

A0 = Kontrol absorbans degeri Al = Ornek veya standardin absorbans degeri

2.2.3.2 Sekonder Metabolit Miktar Tayini

2.2.3.2.1 Folin-Ciocalteu Aywraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde
Miktan
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Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asite esdeger olarak  (MgGAE/Q) belirlenmistir (Singleton ve dig .
1999). 1 mg extrakt 1 mL metanolde ¢6ziilmistiir. 46 mL dH20 ve 1 mL FCR extrakt
ile karistirildiktan 3 dk. sonra %2’lik Na2CO3’dan 3 mL eklenmistir. Karisim 2 saat
stiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilip periyodik araliklarla ¢alkalanmigtir
Siire sonunda absorbans degerleri 760 nm’de tespit edilmistir. Deney ii¢ tekrarlt
yapilmustir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 standart gallik asit elde

edilen agagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir (Singleton ve dig. 1999).

y=1, 158x- 0,0027 (R*= 0,9959)

2.2.3.2.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar1

Bitki ekstraktlarindaki toplam flavonoid madde miktarlari, kuersetine esdeger
olarak alii minyum kolorimetrik metodu kullanilarak belirlenmistir (Arvouet- Grand
ve dig. 1994). Buna metoda gore %?2’lik AICI3’in metanolik ¢ozeltisinden 1 ml
alinarak ayni1 hacimde ve 2 mg/mL konsantrasyondaki bitki ekstrakti ile
karistirildiktan sonra , 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyondan
brrakilmistir. Siire bitiminde 415 nm’de karisimin kore karsi absorbansi belirlenmistir.
Ayni islemler standart flavonoid olan kuersetin i¢in de yapilarak, ekstraktlarn toplam
flavonoid madde igerikleri quercetine esdeger (mgQE/g) olarak verilmistir. Deney ii¢

tekrarl yapilmistir.

y= 0, 0322(mgQE/g)x- 0,005 (R*= 0,997)

2.2.3.3 Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerini belirlemek i¢in disk difiizyon
yontemi kullanildi. Daha 6nce hazirlanan bitki ekstreleri distile su igerisinde ¢oziinerek
%1 lik konsantrasyonlarda c¢ozeltileri hazirlandi (Erecevit 2007) ve bu c¢ozeltiler
Whatman no.10 gegirilerek steril edildi. Cozeltilerin 20ul lik miktarlar1 6 mm gapl steril
disklere (Oxoid) emdirildi. Diskler 37 °C da kurutuldu ve kullanildi . Bakterilerin kati
besiyerlerinde (plak kiiltiir ) tiretilmis, 18-24 saatlik taze kiiltiirlerinden 6ze ile alinan
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koloniler serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi ve McFarland 0.5 bulanikhk
tiipleriyle kiyaslanarak 10" bakteri/mL lik dilusyon hazirland1 ve inokulum olarak da bu
sulandirim kullanildi. Nutrient agar igeren petrilerin yuzeyine ekuvyon ¢cubugu
kullanilarak ekim yapildi . Daha sonra diskler petrilere uygun sekilde yerlestirildi
Bakteriler 37 °C da 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakildi . Inkiibasyon sonunda olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 milimetrik cetvelle dl¢illdii (Sokmen ve dig. 1999) Standart
bakteri suslar1 olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Esherichia coli ATCC
25922 ve Staphlacoccus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC 12598 ; pozitif kontrol

olarak ise amfisilin ve penisilin antibiyotikleri kullanilmistir.

2.2.4 Brine- Shrimp Yontemi ile Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Brine Shrimp Letalite Testi (BSLT), bitki ekstraktlarinin biyoaktivitesinin
belirlenmesinde kullanilan basit, giivenilir ve uygun bir metottur ~ (Meyer ve dig.
1982). Ticari olarak satin alinan A. salina yumurtalar1 (Sera Artemia Mix, 18g, USA)
500 mL deniz suyunda, pH 7-8 ve sicaklik 28°C olacak sekilde 1sik altinda
inkiibasyona birakilmistir . 48 saat sonra olgunlasan larvalar pastor pipet yardimiyla
toplanmis ve 4.5 mL deniz suyu i¢ceren deney tiiplerine  10’ar adet larva aktarilmistir.
Her bir tiipe 0.5 mL bitki ekstrakt: da eklendikten sonra larvalar isik altinda ve oda
sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Siire sonunda Olii larvalar tepegdz altinda sayilip,
kaydedilmistir (Krishnaraju ve dig. 2005). Deney, dort farkli konsantrasyonda (100,
250, 500 ve 1000 mg/mL) ve ii¢ tekrarh olarak yapilmistir. Bitki ekstrakti olmayan
(kontrol grubu) diizenekteki Olii larvalar ile deney grubundakiler — karsilastirilmstir.
Biitiin uygulamalar icin ~ % Oliim oran lar1 hesaplanmistir, ayrica LCso ve LCg
degerlerinin tespit edilmesinde StatPlus Pro 5.9.8 versiyonu Analiz Programi

kullanilmastir.

2.2.5 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

HPLC teknikleri fenolik maddelerin ayrilmasi i¢in en sik kullanilan metottur
Ters fazl kolon kullanim HPLC ile ayrilmay1 daha duyarh hale getirmistir . Gidalarda
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bulunan fenolik maddeler genellikle UV goruniir dalga boyunda UV -Vis dedektorleri
ile 6l¢tilmektedir (Naczk ve Shahidi 2004).

Polifenolik maddelerin tanimlanmasinda kolonda alikonulma siiresi temel

almir. HPLC’de bilesiklerin kimyasal yapis1 alikonma stiresi iizerine etkilidir ,
hidroksillenmis ve glikozitlenmis fenoliklerin alikonma sii releri kisa iken, metillenmis
veya a¢illenmis fenoliklerin alikonma siirel ~ eri ise uzundur (Dao ve Takeoka 2002,
Oztan 2006). Kromatografik siirec , kolona oOrnegin enjeksiyonu ile baslar.
Bilesenlerin ayrilmasi analit ve hareketli fazing kolona pompalanmasiyla devam eder.
Ayrilarak diliie olan her bir bilesenin piki dedektdrden gelen cevaba gore

‘kromatogram’ olarak kaydedilir. Fenolik bilesiklerin HPLC analizinde Caponio ve
dig.(1999) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. Numune
hazirlama isleminde ekstraktlardan 0.1 g alinip 1 mL metanolde ¢ozilmiistir . Gallik
asit, protokatesuik asit, 4-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit,
p-kumarik asit, ferulik asit, sinnamik asit, rutin, kuersetin ve kamferol standart olarak
kullanilmistir. Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve kantitatif analizi standartlarla
karsilagtirilarak yapilmistir. Her bir fenolik bilesigin miktar1 mg/g olarak verilmistir.
HPLC analizi i¢in Shimadzu Prominence cihazi kullanilmistir. Mobil Faz: A: %3
Formik asit B: Metanol (HPLC analizinde Gomes ve dig. (1999)’nun metodu
modifiye edilerek kullanilmistir. 0.2 g numune tartilmis, Mobil fazda ¢oziilmiis, 0.45

um filtreden gegirilip HPLC sistemine enjekte edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1  Toprak Analizi
Honaz Dagr’ nin ti¢ farkli yiiksekliginden alinan toprak ornekleri kurutulup,

elekten gegirildikten sonra tuz miktari, pH degeri ve kire¢ miktarlar1 analiz edilmistir.

Toprak 6rneklerine ait bu veriler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Toprak numunelerinin tuz, pH ve kireg analizleri

Toplam
Tuz
Toprak | Miktan CaCO3
Yiikseklik | Lokalite (GPS) Yapis1 | (uS/cm) pH (%)
(0] ) 99
2131 m 2;0 Lllé ;;g humuslu
427 7.33 1.26
37° 40’ 750” cok
2302 m 0 9 29
29”16’ 761 humuslu 386 7 47 307
37° 40°559” cok
2467'm 29°17° 159”7 | humuslu
217 5. 87 0.47

Tablo 2’ de verilen toprak analizi sonug¢larma gore E. kotschyanum’ un yiiksek

rakimlarda, kirecsiz, tuzsuz ve hafif alkali topraklari tercih ettigi goriilmektedir.

3.2 CNS Tayinine Ait Sonuglar

Yaprak ve toprak 6rnekleri 1-10 gr tartilarak yakma yoluyla hesaplanan C, N,
H, S element yiizdeleri Tablo 3° de gosterilmistir. Sekil 14 ve Sekil 15° de ise veriler
diyagram seklinde gosterilmistir. C:N orani, topragin verimliligi ve bitkinin sekonder

metabolit icerigi ile alakalidir.
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Tablo 3: Yaprak ve toprak 6rneklerinin CNS analizi

Genislik N C H S N C H
Numune | (mg) (%) | (%) | (%) (%) Bolge | Bolge Bolge S Bolge
Yaprak 45100 | 3.00 | 39.16 | 5.517 | 1.026 | 4.430 | 40.791 | 19.229 | 436
Toprak 50.690 | 0.33 - 1.315 | 0.000 | 542 4767 4950 | 129

Yaprak ve toprak drneklerinin karbon, nitrojen, siilfiir i¢eriklerinin gosterildigi
Tablo 3, Sekil 14 ve Sekil 15’de, yapraktaki C oraninin yiiksek oldugu

goriilmektedir. C:N orani ise 13.05 olarak hesaplanmistir.

TN detact. &ds. column MFEC TCD Flonw (12
-

unit G rmibfmin milimin
— 10000 — 300 — 120
= 400
— 250 — 100
=~ 8000

— G000

— 150 — 60

= 4000
— 100 — 40

:_qu
A

o 200 400 600 800
|sac.]

— 2000

= 20

I

T T
= E=
I

I

Sekil 14: Yaprak orneklerinin CNS diyagrami
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TC datect.  Ads. column MFC TCD  Flow 02
.

unit [ mlfmin mlimin
— 10000 — 300 — 120
— 400
— 280 — 100
— 8000
= 200 I~ 300 — BD
— G000
~ 150 — B0
In — 200
— 4000
= 100 = 40
'_"I L 2000 — 100
I = 50 —~ 20
o )cé >!Q>é'>eé — 0 = 0 =0 — 0
4] 200 400 600 aoo
[sec.] . o [ o

Sekil 15: Toprak 6rneginin CNS diyagrami

3.3 Bitki ve Toprak Orneklerinin Agir Metal Analizine Ait Sonuclar

Honaz Dagr’ nm ii¢ farkh yiliksekliginden alman toprak ve yaprak ornekleri
agir metal igerikleri bakimmdan arastirilmistir. Toprak ve yaprak Orneklerinin agir

metal icerikleriyle alakali elde edilen verilen Tablo 4 ve Tablo 5° de gdsterilmistir.

Tablo 4: Toprak orneklerinin agir metal igerikleri

Yiiksekliklere . Pb
Cr Cd Ni Co Cu

Gore Toprak Fe (ug/g) (ng/g
Numuneleri (ng/g) (ng/g) | (ng/g) | (ng/g) (ng/g) )
1.Toprak Numune

(2131m) 104.11 - 226.11 | - 4502.22 48.56 | 3.75
2. Toprak Numune

(2302m) 106.11 - 23519 | - 3667.59 7051 | 4.7
3.Toprak Numune

(2467m) 193.9 - 13.8 - 24970 2L.77 | -

Tablo 4°de goriildiigii gibi ti¢ farklr yiikseklikten alinan toprak drneklerimizde
en fazla miktarda Fe metali (24970 pg/g) bulunurken; Cd, Co metallerine
rastlanilmamuistir.
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Tablo 5: Yaprak 6rneklerinin agir metal igerikleri

'Yiiksekliklere Gore . Pb
Y aprak Numuneleri Cr (ng/g)Cd (ng/g)Ni (ng/g)Co (ng/g)Fe (ng/g)Cu (ng/g) (ng/2)

1.Yaprak Numune (2131m)<LOD | 2.71 - 568.96 [2.59 -
2.Yaprak Numune (2302m)4.44 - 6.9 - 1291 5.47 -
3.Yaprak Numune (2467m)10.68 |+ 6.6 - 2603 5.2 -

Tablo 5’ e gore ui¢ farkli yiikseklikten alinan yaprak orneklerimizde en fazla
miktarda Fe metali (2603 pg/g) bulunurken; Cd, Co ve Pb metallerine
rastlanilmamistir.

3.4 Antioksidan Aktivite Yontemlerine Ait Sonuclar

3.4.1 p-Karoten/ Linoleik Asit Yonteminin Sonuclar

Etanol, aseton ve su ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktiviteleri p-Karoten/ Linoleik Asit Yontemi ile belirlenmistir. Tablo 6 ve Sekil 16’
da ekstraktlarin ve standart olarak kullanilan BHT’ nin inhibisyon yiizdeleri+std

sapma verilmistir.

Tablo 6: Erysimum kotschyanum ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri

E. kotschyanum Bitki
Ekstraktlari AA (%)
su 80.47+1.83
aseton 70.33+0.61
etanol 50.86+0.58

Yukaridaki Tablo 6 incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite E.
kotschyanum’ un su ekstraktlarinda (%80.47+1.83), en diisiik antioksidan aktivite ise E.

kotschyanum etanol ekstraklarinda (% 50.86+0.58) goriilmiistiir.
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Sekil 16: Erysimum kotschyanum ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri (%)

3.4.2 DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesine Ait Sonuclar:

Erysimum kotschyanum ekstraktlarmin DPPH
farkl

serbest radikal giderim

aktiviteleri, bes konsantrasyonda belirlenmistir. Ekstraktlarin

konsantrasyonlara gore inhibisyon degerleri+std sapma Tablo 7 ve Sekil 17’ de

gosterilmistir.

Tablo 7: Erysimum kotschyanum ekstraktlarinin DPPH serbest radikalini giderim
aktivitesi

Coziiciiler | 0.2 mg/ml | 0.4mg/ml | 0.6mg/ml 0.8mg/ml 1mg/ml
Aseton | 30.06+1.66 | 51.44+3.71 | 70.11+0.049 | 84.31+0.090 | 83.78+0.04
Su 13.14+2.80 | 25.32+2.21 | 36.45+1.03 | 48.72+6.74 | 57.66+8.20
Etanol 34.18+2.31 | 66.52+3.31 | 85.01+1.15 89.3+1.06 | 89.39+0.61
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Sekil 17: Erysimum kotschyanum ekstraklarinin DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi

Tablo 7 ve Sekil 17 incelendiginde, konsantrasyonun artmasiyla DPPH
radikali giderim aktivitesinin arttig1 gozlemlenmistir. En yiiksek serbest radikal
giderim aktivitesi etanol ekstraktinin  1mg/ml (%89.39+0.61) derisiminde

gbzlenmistir. En az aktivite ise su ekstraklarinin derisimlerinde tespit edilmistir.

3.4.3 FRAP indirgeme Giicii Kapasitesine Ait Sonuclar

Farkli c¢oziiclilerle hazirlana bitki ekstraklarinin demir indirgeme giicii
kapasitesi belirlenmistir. Tablo 8 ve Sekil 18 den bitki ekstraktlarmin ve BHT
standardinin 700 nm’ deki absorbans degerleri verilirken, Tablo 9’ da ise ekstraktlarin
troloksa esdeger olarak hesaplanan FRAP degerleri gosterilmistir. Absorbansin

artmas1 indirgeme giiciliniin yiiksekligini gosterir.
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Tablo 8: Bitki ekstraktlarmin 700 nm'deki absorbans degerleri

ABSORBANS DEGERLERI
BiTKi
4 | . | 1 I
EKSTRAKTLARI 0.4 mg/m 0.8mg/m mg/m
Aseton 2.274 2.306 2.322
Su 2.209 2.273 2.495
Etanol 2.571 2.634 2.812
BHT 2.725 2.776 2.868
_ 3500
5
— 3.000
) _ -
)%0 ——
g 2500 — =
- —
£ 2.000 +—
2
E 1.500 — 0,4 mg/ml
T 1000 = 0,8mg/ml
g 500 1mg/ml
(=]
©~
0
Aseton Su Etanol BHT
Bitki Ekstraktari

Sekil 18: Bitki ekstraktlarinin konsantrasyonlara gore absorbans degerleri

Tablo 8 ve Sekil 18’ de bitki ekstraklarinin 700 nm’deki absorbans degerlerine

bakildiginda en yiiksek absorbans

ekstraktlarinda saptanmistir. Konsantrasyon arttik¢a absorbans degerlerinin de arttigi
goriilmektedir. Tablo 9°da ise ekstraktlarin troloksa esdeger olarak hesaplanan FRAP
degerleri gosterilmistir. En yiiksek absorbans ve FRAP degerleri bitkinin etonol
ekstraktlarinda gozlemlenmistir. Tablo 9’a bakildiginda, etanol ekstraktmmn 1 mg/ml

derisimindeki FRAP degerinin standart olarak kullanilan BHT’ nin FRAP degerine

yakin oldugu goriilmektedir.

degerleri
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Tablo 9: Bitki ekstraktlarinin Troloksa esdeger FRAP degerleri

KONSANTRASYONLAR
]égg'(rIRAKTLARI 0.4 mg/ml 0.8mg/mi Img/ml
Aseton 0.01373+0.000 | 0.01393+0.002 0.01402+0.001
Su 0.01334+0.001 | 0.01373+0.000 0.01508+0.001
Etanol 0.01554+0.000 | 0.01592+0.001 0.01701+0.001
BHT 0.01648+0.000 | 0.01679+0.000 0.01735+0.000

3.4.4 ABTS Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonugclar:

Etanol, aseton ve sui le hazirlanan li¢ farkli bitki ekstraktlarimizin iki farkh
konsantrasyondaki ABTS serbest radikalini giderim aktiviteleri incelenmistir. Tablo
10’da ve Sekil ABTS serbest radikal

19°da  ekstraktlarin  yiizde giderim

aktiviteleri+std sapma verileri gosterilmistir.

Tablo 10: Bitki eksraktlarmin ABTS serbest radikalini giderim aktiviteleri

Bitki Ekstraktlarn Konsantrasyonlar
100pg/ml | 200pg/ml
Etanol 82.1+0.10 | 84.57+0.39
Aseton 03.33+0.64 | 96.3+0.12
Su 79.02+0.49 | 83.96+1.08

Iki farkli konsantrasyondaki bitki ekstraktlarmimn yiizde ABTS radikali giderim
aktivitelerinin verildigi Tablo 10°da, bitki ekstraktinin konsantrasyonun artmasiyla
serbest radikal giderim aktivitesinin de arttigi goriilmektedir. En yiiksek ABTS
radikali giderim 200pg/ml
(%96.3+0.12)

200pg/ml  derisimindeki serbest radikal giderim aktivitesi % 84.57+0.39, su

aktivitesi aseton ekstraktlarmmin derisiminde

saptanmustir. Aseton ekstraktlarmi takiben, etanol ekstraktmin

ekstraktinin ayni derisimdeki serbest radikal giderim aktivitesi %83.96+1.08 olarak

hesaplanmuigtir.
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Sekil 19: Bitki ekstraktlarinin ABTS serbest radikalini giderim aktiviteleri

3.5  Sekonder Metabolit Miktar Tayini Sonuclari

Bitki ekstraktlarimizin sekonder metabolit tayininde toplam fenolik bilesen ve

toplam flavonoid madde miktarlarma bakilmistir.

3.5.1 Folin- ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Miktar:

Sonuclar

Farkli ¢6ziiclilerle (etanol, aseton, su) hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarlar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen Tablo
11 de ve Sekil 20°de gosterildigi gibidir.

Tablo 11: Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari

Toplam Fenolik Bilesen
Bitki Ekstraktlar (mg/ml)
Etanol 3.798+0.29
Aseton 4.069+0.28
Su 4.883+0.47

Tablo 11°de gosterildigi gibi gallik asite esdeger olarak hesaplanan toplam
fenolik bilesen icerikleri sirasiyla en fazla su ekstraklarinda 4.883+0.47, aseton
ekstraktlarinda 4.069+0.28 ve etanol ekstraktlarinda 3.798+0.29 olarak tespit tespit
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edilmigstir. Sekil 20’ de toplam fenolik madde miktarlarmin etanol, aseton ve su
ekstraktlarina gore artig1 gosterilmistir.

6.000

5.000

4.000
3.000
® Toplam Fenolik
2.000 Bilesen (mg/ml)
1.000
0

Etanol Aseton Su
Bitki Ekstraktlarn

Toplam Fenolik Bilesen Miktari
mgGAE/mi

Sekil 20: Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen miktarlar1

3.5.2 Total Flavonoid Miktar1 Sonuclari

Farkli ¢oziiciilerde (etanol, aseton, su) hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam
flavonosd madde miktarlar1 kuersetine esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen

veriler ve standart sapmalar1 Tablo 12°de ve Sekil 21’ de belirtilmistir.

Tablo 12: Bitki ekstraktlarinin total flavonid miktarlari

Toplam Flavanoid Miktarlar
Bitki Ekstraktlari (mgQE/qg)
Etanol 93.322+1.57
Aseton 79.37+0.23
Su 31.73+0.90

Tablo 12’ye gore bitki ekstraktlarmim toplam flavonoid madde miktarlar1 en

yiksek oranda etanol (93.322+1.57), daha sonra aseton (79.37+0.23) ve su
eksraktlarinda (31.73+0.90) olarak saptanmustir. Sekil 21°de ekstraktlarin toplam

flavonoid madde miktarlarinin ¢oziiciilerine gore degistigi goriilmektedir.
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Sekil 21: Bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlar1

3.6  Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Etanol, aseton ve su 1ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin antibakteriyel
aktivitesini arastirmak iizere iki gram negatif ve bir gram pozitif bakteri secilerek {i¢
bakteri susu (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Staphylacoccus aureus)
kullanilmistir. Bitki ekstraklarimizla 24 saat inkiibasyona birakilan bakteri suslarinda
olusan zonlar, siire bitiminde Sl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar ve standart sapmalar1

Tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13: Bitki ekstraklarinim antibakteriyel aktivitesi

Antibiyotikler ve Bitki Ekstraktlar
Bakteriler A P BS BE BA
E. coli 18 NT 7 £2 442 9+l
S. aureus nt nt 542 10 +0 6 +0
P. auruginosa nt nt 62 11 +1 3+1

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi incelendiginde en etkili olan
ekstraktin 11 £1 mm zon ¢ap1 ile Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi E.
kotschyanum tiiriiniin etanol ekstraklarinda tespit edilmistir. Etanol ekstraktinin en
diisiik antibakteriyel etkisi ise E. coli bakterisine kars1 4 +2 mm zon capinda
goriilmiistiir. Aseton ekstraktmim en yiiksek etkisi 9 =1 zon ¢ap1 ile E. coli ye karsi,

en diisiik etki 3 +1 zon capiyla P. aeruginosa’ ya kars1 tespit edilmistir. Su ekstrakti
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742 zon gapi ile E.coli de en ¢ok etkiyi; 5 2 zon capi ile S. aureus da en az etkiyi

gostermistir.

3.7 Brine Shrimp Sitotoksisite Aktivite Yontemi

Bitkinin dort farkli konsantrasyonda hazirlanan etanol ve su ekstraktlarinin
sitotoksik aktivitesi, Artemia salina larvalarinin kullanildigi Brine Shrimp Letalite
(BSLT) ile belirlenmistir. Deney sonucunda elde edilen % oliim oranlar1 Tablo 14’de

belirtildigi gibidir.

Tablo 14: Bitki ekstraktlarinm Brine Shrimp sitotoksisite sonuglari

ETANOL SU
KONSANTRASYONLAR | EKSTRAKTI | EKSTRAKTI

. 100 pg/mL 16.6+0.57 1040
Oggﬁﬁgl{ 250 pg/mL 20+1 33.340.57
(%) 500 pg/mL 43.3+0.57 76.6:+0.57
1000 pg/mL 56.6:+£0.57 86.6:+£0.57

LCsomin 389.53 197.01

LC50 ve LC90 LCso 724.84 315.48

DEGERLERI LCsomax 9651.43 481.05

LCqo 4602.77 896.35

Tablo 14 incelendiginde konsantrasyonun artmasiyla % oOliim oranlarmin
arttigr gozlemlenmistir. en fazla Oliim oraninin su ekstraktinin 1000 pg/mL
derisiminde %486.6 olarak hesaplanmistir. Etanol ve su ile hazirlanan bitki
ekstraktlarimizin sitotoksisite sonug¢larinda en az LCso degeri dolayisiyla en yiliksek

sitotoksik etki su ekstraktinda tespit edilmistir.

3.8  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

Bitkimizin etanollii ekstraktlarinin bazi fenolik bilesen igerikleri YPSK
yontemi belirlenmistir. Fenolik bilesen iceriklerin belirlenmesinde gallik asit, 3,4-
hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit ve sinnamik asit olmak tizere dokuz farkl standart madde kullanilmistir. Fenolik

bilesen igeriklerine ait elde edilen veriler Tablo 15’de gosterilmistir.
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Tablo 15: Bitkinin etanol ekstraktlarinin bazi fenolik bilesen igerikleri

Kloroje | Vanili p- Feruli | Sinnami
Numu | Gallik | 3,4dihid | 4-hidroksi | nik k Kafeik | Kumari |k k asit
ne asit roksi benzoik asit | asit(ug/g | asit(ug | asit k asit asit(ng | (ug/g)
Adit | (pg/g) |(ng/g) | (ng/g) ) /9) (ng/g) |(ng/g) |/9)
E.
kotsch
yanu

m 52.97 18.05 113.67 233.29 | 753.21 | 91.83 47.20 26.71 | 23.87

Yukaridaki tabloya bakildiginda, etanol ekstraktinda en yiiksek fenolik bilesen
icerikleri smrasiyla vanilik asit (753.21 pg/g), klorojenik asit (233.29), 4-
hidroksibenzoik asit (113.67), kafeik asit (91.83), gallik asit (52.97), p-kumarik asit
(47.20), ferulik asit (26.71), sinnamik asit (23.87) ve en diisiik fenolik bilesen icerigi
olarak 3,4 hidroksibenzoik asit (18.05 pg/g) gbézlenmistir. Sekil 22” de standartlarin
kromatogrami ve Sekil 23’de bitkimizin etanol ekstraktinin kromatogrami
gosterilmistir. Bu kromotogramlarda standart madde ve etanol ekstraktlarinin dalga
boylar1 ve alikonma siireleri belirtilmistir. Sekil 24’ de gallik asitin, Sekil 25°de 3,4-
hidroksibenzoik asitin, Sekil 26’da 4-hidroksibenzoik asitin, Sekil 27°da klorojenik
asitin, Sekil 28’de vanilik asitin, Sekil 29’da kafeik asitin, Sekil 30°da p-kumarik

asitin, Sekil 31°de ferulik asitin ve Sekil 32’ de sinnamik asitin kalibrasyon egrileri

verilmistir.
AL
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Sekil 22: YPSK'da bitkinin etanol ekstraktlar1 i¢cin kullanilan standart kromatogrami
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Sekil 22°de numaralandirilan standartlar su sekildedir: ‘gallik asit, 23,4 dihidroksi
benzoik asit; *4-hidroksibenzoik asit; *klorojenik asit; *vanilik asit; ®kafeik asit; "p-
Kumarik asit; ferulik asit; ®sinamik asit.
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Sekil 23: Bitkinin etanol ekstraktlarinin YPSK kromatogrami
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Sekil 24: Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 25: 3,4-dihidroksibenzoik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 26: 4-hidroksibenzoik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 27: Klorojenik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 28: Vanilik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 29: Kafeik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 30: p-kumarik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 31: Ferulik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 32: Sinnamik asit kalibrasyon grafigi
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4. SONUC ve ONERILER

Erysimum tiirleri iizerinde g¢ogunlukla yapilan taksonomik, anatomik ve
morfolojik caligmalarin yani sira, bu cinse ait gesitli tlirlerin fitokimyasal icerikleri
arastirilmistir ve bazi biyolojik aktiviteleri bakimindan incelenmistir. Bu ¢aligmada
Erysimum kotshyanum tiiriiniin ve bitki materyallerinin toplanildigi bolgedeki toprak
orneklerinin agir metal igerikleri, CNS analizi ve toprak analizleri (PH, Kireg, tuz
tayinler1) yapilmistir. Bitki ekstraktinin toplam antioksidan aktivitesi , serbest radikal
giderim aktivitesi, total fenolik ve total flavonoid miktarlar: tespit edilmistir ve
bitkinin igermis oldugu bazi fenolik bilesenlerin igerik tanimalar1 YPSK yontemi ile

yapilmistir.

Bitkiler; farkl bitki tirlerinin metallere olan toleransliligina gore ve bunlarin
ekolojik ¢evrelerine gore 4 gruba ayrilirlar: Sadece metal icermeyen topraklarda
yasayan ve metallerce zengin topraklarda hicbir populasyon ya da ekotipe sahip
olmayan bitkiler (zorunlu metal sevmeyenler); sadece metallerce zengin topraklarda,
buralara endemik olarak yasayabilen bitkiler (zorunlu metal sevenler) olarak, diger iki
gruba giren bitkiler ise fakultatif metal sevenler olarak adlandirilirlar . Bu gruptaki
bitkilerin bazi populasyonlar1 metallere karsi toleransliyken, bazi populasyonlari

toleransli degildir (Pollard et al. 2002).

Diisiik derisimlerde Cu, Cr, Mo, Ni, Se ve Zn gibi bazi iz elementler bitkilerin
hayatta kalmasi i¢in gerekli iken yiiksek derisimlerde ayni temel elementler toksik
etki yapabilir. As, Cd, Pb, Hg gibi bazi iz elementler ise temel olmadiklar1 gibi
cevredeki ¢ok diisiik derisimleri bile bitkilerde toksisiteye yol acabilir (Prasad 2004).
Ayni zamanda agir metal olarak adlandirilan tiim bu elementlerin bitkide agir1  birikimi
fizyolojik strese, biiylime ve gelismede azalmaya sebep ol ~ maktadir (Ouzounidou
1994). Ancak bazi bitkiler agir metalleri herhangi bir toksisite semptomu
gostermeksizin toprak ustil organlarinda diger bitki tiirlerine gore 100 ila 1000 kat
daha fazla biriktirebilir . Bu tiir bitki ler “hiperakiimiilator” olarak adl andirilmaktadir
(Brooks 1998). Yaklasik 450 bitki tirti hiperakiimiilator olarak tanimlanmis olup
Brassicaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae ve Euphorbiaceae bu 6zellige sahip

familyalardan yalnizca birkag tanesidir (Reeves 2006).
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Yapilan bir ¢calismada bir¢ok hiperakiimiilatoriin Brassicaceae familyasina ait
oldugu ve ayni zamanda glukozinolat tiiretiminin bu familyanin karakteristik
ozelliklerinden oldugu belirtilmistir (Asad 2011). Daha oOnceki ¢aligmalar,
Brassicaceae familyasina ait Erysimum L. cinsinin bazi tirleri , metal biriktirmesi
bakimindan arastirilmistir. Erysimum linifolium (Pers.) Gay subsp. linifolium tiiriiniin
maden ocaklarinda yetistigi goOsterilmistir (Prasad 2003). Altnozli (2012),
Tiirkiye’nin Ni biriktiren bitkilerini arastirdigi bir ¢alismasmda Erysimum smyrnaeum
(117 mg/kg), Erysimum crassipes (114 mg/kg) ve Erysimum kotschayanum’ un (755
Ni mg/kg) Ni biriktirdigi gozlemlemistir. Ancak bir Ni hiperakiimiilatorii tiiriin
biinyesinde bulundurdugu en diisik Ni miktarmm kuru agwhg 1000 mg kg™’
olmalidir (Baker ve dig. 2000).

Bizim yaptigimiz ¢alismada, ti¢ farkli yiikseklikten alinan toprak ve yaprak
ornekleri 7 farkli metal (Cr, Cd, Ni, Co, Fe, Cu ve Pb) miktarlar1 bakimindan analiz
edilmistir. Tablo 4° ¢ gore topraktaki en fazla Cr miktari(193.9 ng/g) ve Fe miktari
(24970 pg/g) 2467 m’ de; Ni (235. 19 pg/g), Cu (70.51 pg/g) ve Pb (4.7 ng/g)
miktar1 2302 yiikseklikden aldigimiz numunelerde tespit edilmistir. Tablo 5’ de
yapraktaki metal miktarlarma baktigimizda en yiiksek Cr (10.68 pg/g) ve Fe miktari
(2603 pg/g) 2467m yiikseklikten , Ni (6.9 ng/g) ve Cu (5. 47 pg/g) miktarlar1 2302 m
yiikseklikten tespit edilmistir. Toprak ve yaprak orneklerini metal igerigi bakimindan
kiyasladigimizda, en fazla metal miktarlar1 ayni yiikseklikten toplanan yaprak ve
toprak oOrneklerinde goriilmektedir. Elde ettigimiz sonuglardan en yiiksek Ni
iceriginin 6.9 (ug/g) oldugu tespit edilmesinden dolayi, E. Kotschyanum 'un Ni

hiperakiimiilatorii oldugunu destekleyecek bir sonug elde edilememistir.

Bitkinin yetistigi ortamda ve bitkinin yapragindaki karbon-nitrojen varliginimn,
karbon iceren ve nitrojen igeren savunma bilesenlerinin iiretimini etkiledigini savunan
“Karbon besin hipotezinden” yola ¢ikarak Zn hiperakiimiilatorii olan Thalaspi
caerulescens ftizerine yaptiklart CNS analizinde; N, C ve S miktarlar1 yiizde olarak
sirastyla %1.84; % 40.01 ve %S 0.83 seklinde belirlenmistir.  Yapraktaki C/N
oraninin N iceren sekonder metabolitlerin {iretimini etkiledigini 6ne siirdiikleri bu
aragtirmada, bitkinin C/N oranini 25.29 bulurken ; toplam glikozinolat miktarmi 4.58
umol g bulmuslardir. E. kotschyanum ‘un yapraklarindan elde ettigimiz CNS analiz
sonuglart Tablo 3’ de de belirtildigi gibi su sekildedir: N (% 3.00), C (%39.16), S
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(%1.026) ve C/N orani (13. 05). Toprak orneklerinde bu miktarlar daha az oranda
tespit edilmistir. C/N oraninin az olmasi, bitkinin daha ¢ok N igeren sekonder

metabolitleri iirettigini desteklemektedir.

Toprak; tohumun cimlenmesi, bitkinin sekillenmesi, yeriistii organlarinin
anatomisi ve morfolojisi, kok sistemi igin ve bitkinin besin kalitesi agisindan gok
biiyiikk bir 6neme sahiptir. Erysimum amasianum’ un topraginin fiziksel analizinin
yapildig1 bir ¢alismada bitkinin orta kirecli, tuzsuz ve genellikle hafif alkali topraklari
tercih ettigi belirtilmistir (Cansaran ve dig. 2007). Erysimum crepidifolium’ un toprak
analizlerinin yapildig1 baska bir ¢calismada ise bitkinin yiiksek Zn/Pb/Cd bolgelerinde
kalkerli topraklar1 tercih ettigi gozlemlenmistir (Wenzel ve Jockwer 1999).
Bulgularimizda yer alan Tablo 2’ de gosterilen verilere gore E. kotschyanum’ un
kismen alkali ya da asidik, kire¢ ve tuz oram diisiik topraklarda yetistigi sonucuna

varilmstir.

E. kotschyanum iizerinde yapmis oldugumuz antioksidan ve antibakteriyel
aktivite ve icerik tanimlama calismlarindan elde etmis oldugumuz sonuglar soz

konusu tiiriin antioksidan kaynagi oldugunu ortaya koymaktadir.

E. kotschyanum bitkisinin etanol, aseton ve su ekstraktlarinin toplam
antioksidan aktiviteleri, linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksitli
irlinlerin B-Karoten ile tepkimeye girmesiyle karakteristik sar1 renginin agilmasi
esasina dayanan B-Karoten/ Linoleik Asit yontemine gore belirlenmistir. Tablo 6 ve
Sekil 16 incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite E. kotschyanum’ un Su
ekstraktlarinda %380.47+1.83, en diisiik antioksidan aktivite ise E. kotschyanum
etanol ekstraklarinda % 50.86+0.58 olarak godzlenmistir.

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt icindeki antioksidan
bilesiklerin hidrojenlerini vermelerine ve bilesigin yapisal konformasyonuna baghdir
(Eryigit 2006). 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 517 nm’de dalga boyu maksimumuna
sahiptir ve bazi1 dogal bilesiklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Duran ve dig. (2015) 30 tibbi bitkinin antioksidan aktivitesini ve
fenolik igeriklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Erysimum kotschyanum ‘un metonol
ekstraktlarinin serbest radikal giderim aktivitesini DPPH metodu ile hesaplamislardir

ve sonug olarak ylizde serbest radikal giderim aktivitesini %70.074 tespit etmislerdir.
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Bizim g¢alismamizda Tablo 7 ve Sekil 17 incelendiginde tiim ekstraktlarin derigimi
artmas1 ile serbest radikal giderim aktivitelerinin de arttig1 goriilmektedir. E.
kotschyanum tiirtiniin en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi ekstraklarin
1mg/ml derisimlerinde sirasiyla etanol ekstraktinin serbest radikal giderim aktivitesi
(%89.39+0.61), aseton ekstraktinin serbest radikal giderim aktivitesi (%83.78+0.04),
su ekstraktinin serbest radikal giderim aktivitesi (57.66+8.20) seklinde gozlenmistir.
Ektraktlarimiz, BHT ye yakin antioksidan etki gdstermektedir.

Yapilan indirgeme giicli kapasitesi deneylerinin Tablo 8 ve Tablo 9’ daki
verileri incelendiginde konsantrasyonun artmasiyla absorbanslarin da arttigi
gorilmektedir. Bitki ekstraktlarimiz arasinda en yiiksek ve pozitif kontrol olarak
kullandigimiz BHT’ ye en yakin indirgeme giicli kapasitesi etanol ekstraktlarmin 1
mg/ml derigsiminde 0. 01701+£0.001 olarak belirlenmistir. Elde edilen en az FRAP
degeri ise aseton ekstraktlarinda 0.01402+0.001 olarak hesaplanmustir.

Re ve arkadaglarinin metoduna gore tayin edilen bitki ekstraktlarinin ABTS
radikali giderme aktiviteleri 100 pg/ml ve 200 ug/ml konsantrasyonlarda olgiilmiistiir.
Konsantrasyon arttikca absorbansin diistiigii dolayisiyla serbest radikal giderim
aktivitesinin arttig1 gozlemlenmistir (Tablo 10 ve Sekil 19). ABTS radikali giderme
aktivitesi tayininde; ekstraktlarin 200 pug/ml derisiminde elde edilen ABTS aktivite
sonuglar1 sirastya aseton (96.30+0.12), etanol (84.57+0.39), su (83.86+1.05) seklindedir.

E. kotschyanum ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari FCR reaktifi
kullanilarak ve gallik asite esdeger olarak hesaplanmigtir. Tablo 11 ve Sekil 20
incelendiginde en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 E. kotschyanum’ un aseton
ekstraktlarinda (4. 883+0.47 mgGAE/g), en diisiikk toplam fenolik madde miktar1 ise E.
kotschyanum etanol ekstraklarinda (3.798+0.29 mgGAE/g) goriilmiistiir. E. kotschyanum
ile birlikte 30 tibbi bitkinin antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik miktarlarinin
arastirilldigi ¢calismada, metanol, su ve asetik asit karigimi kullanilarak hazirlanan E.
kotschyanum ‘un ekstraktlarinda total fenolik igerigini 0.767 mg GAE/ 100ml olarak
tespit etmislerdir (Duran ve dig. 2015). Sonuclardaki bu fark, ekstraktsiyon asamasinda

kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kuersetin standart grafiginden elde edilen formiilden bitki ekstraktlarinda bulunan

toplam flavonoid bilesik miktarlari kuersetine (QE) esdeger olarak hesaplanmistir (R?:
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0.997). Tablo 12 ve Sekil 21° de goriildiigii lizere ¢aligilan ekstraktlarda tespit edilen
flavonoid bilesik icerikleri kiyaslandiginda etanol ekstraklarinda 93.322+1.57 mgQE/g
olarak en fazla flavonoid bilesik bulundugu belirlenmistir. 31.73+0.90 mgQE/g ile en

diisiik flavonoid igerigi su ekstraktlarinda saptanmaistir.

Erysimum bitkileri, metiltiyoalkil, metilsiilfinilalkil ve metilsiilfonilalkil
glukozinolatlarin1 bulundurmalariyla nitelendirilmektedirler (Daxenbichler ve dig.
1991). Erysimum corinthium Boiss. ‘in taze yapraklari, kokleri ve tohumlarmin dogal
otoliziz ve eksojen mirosinaz hidrolizi yoluyla glukozinolat icerikleri incelenmistir ve
bunun sonucunda bu bitkide ilk kez 6 glukozinolatin varlig1 belirlenmistir; sinigrin,
progoitrin, glukoiberin, 3-propil glukozinolat, glukogerolin ve glukoerisolin (Gendy
ve dig. 2010). Bir diger ¢alismada Erysimum crepidifolium’ un yapraklarindan dort
kardiak glikoziti izole edilmistir. Lahana kelebeginin (Pieris rapae) yumurtlamasinin,
Erysimum  cheiranthoides’in  yapraklarinin  yiizeyindeki  glukozinolatlar  ve
kardenolidlerin ~ dengesinden  etkilendikleri  diisliniilmektedir. Yiizeydeki
glukozinolatlarin konsantrasyonun doku seviyeleriyle pozitif olarak alakali oldugu
ancak, kardenolid konsntrasyonunun bu bitkilerde daha diisiik ylizeye sahip oldugu
bildirilmistir (Hugentobler ve Renwick 1995). Erysimum cheiranthoides in, lahana
yapraklarina uygulandiklarinda Pieris rapae’ nin larvalar1 tarafindan yenmesini
engelleyen ekstrakte edilebilir bilesenler icerdikleri tespit edilmistir (Dimock ve dig.
1991). Radulovic ve dig. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada Erysimum diffusum’ da tespit
ettikleri  4-izotiyosiyanatonutanoik asitin Onemli insan patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitesi analiz edilmistir ve Onemli bir inhibitér oldugu

gosterilmistir.

Etanol, aseton ve su ile hazirlanan bitki ekstraktlarmin antibakteriyel
aktivitesinin verildigi Tablo 13 incelendiginde en etkili olan ekstraktin 11+1 mm zon
cap1 ile Pseudomonas aeruginosa bakterisine kars1 E. kotschyanum tiiriiniin etanol
ekstraklarinda tespit edilmistir. Etanol ekstraktinin en diisiik antibakteriyel etkisi ise
E. coli bakterisine kars1 4+2 mm zon ¢apinda goriilmiistiir. Aseton ekstraktinin en
yiiksek etkisi 9+1 mm mm zon ¢api ile E. coli ye karsi, en diisiik etki 3+1 mm zon
capiyla P. aeruginosa’ ya karsi tespit edilmistir. Su ekstrakti 7+2 mm zon gap1 ile

E.coli de en ¢ok etkiyi; 5 £2 mm zon gap1 ile S. aureus da en az etkiyi gostermistir.
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Erysimum corinthium ile yapilan bir ¢alismadan E. corinthium’ un
tohumlarinin gram pozitif ve gram negatiflerin biliylimesini inhibe ederek yiiksek
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi ve HCT 116, hepatik HEPG2 ve Hela hiicrelerinin
cogalmasimni inhibe ettigi belirtilmistir (Gendy ve dig. 2010). Brine Shrimp letalite
testi ile yapilan sitotoksik ¢alismalarimizdan aldigimiz ve Tablo 14’ de verdigimiz
sonuglara gore en yiiksek sitotoksik aktivite su ekstraktinda LCso degeri 315.48 ppm
bulunmustur. Etanol ekstraklarinda ise LCsp degeri 724. 84 ppm ile gdzlenmistir.

LCso degerinin diisiik olmasi yiiksek sitotoksik aktiviteye isaret etmektedir.

E. kotschyanum’ un etanol ekstraktlarinin YPSK’da fenolik igerik tayini i¢in 9
adet standart madde (gallik asit, 3,4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, vanilik asit, pkumarik asit, ferulik asit, sinamik asit ) baz
alinarak (Caponio ve dig. 1999) fenolik bilesikler tespit edilmistir. Tablo15’ de
bakildiginda, etanol ekstraktinda en yiiksek fenolik bilesen igerigi olarak vanilik asit
(753.21 pg/g), en diisiik fenolik bilesen igerigi olarak 3,4-hidroksibenzoik asit (18.05
ug/g) gozlenmistir. Standartlarin kalibrasyon egrileri Sekil 24-32° de goruldigii
gibidir.

Erysimum tiirleri, icermis olduklar1 kimyasal bilesenlerden dolay1 cesitli
biyolojik aktivitelere sahiptirler. Yaptigimiz literatlir arastirmasina goére Erysimum
cinsine ait bazi tiirlerde cesitli fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalaria
ranstlanirken, endemik bir tiir olan Erysimum kotschyanum {izerinde DPPH ve total
fenolik madde miktar1 disinda herhangi bir biyolojik aktivite ¢alismasinda materyal
olarak kullanilmamistir. Calismamizin sonunda elde edilen bulgulara gore bu tiiriin
potansiyel bir antioksidan kaynagi oldugu ve saglik alaninda kullanilma
potansiyellerinin olabilecegi diisliniilmektedir. Elde edilen C/N orani bulgular ileriki
caligmalarimizda bitki bilinyesinde N igeren bilesenlerini buludurabilecekleri ve
glukozinolatlarin azot igeren sekonder metabolit olmalar1 ve bu bilesenlere
Brassicaceae familyasinda oldukca sik rastlanilmasi, daha sonraki ¢aligmalarimizda
bu familyaya ait olan bitkimizin total glikozinolat iceriinin saptanmasi1 konusunda

bize fikir vermektedir.
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