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Bu calismada Tiirkiye ve Kazakistan’da yayilis gosteren Lilium martagon
tiirliniin yer alt1 ve yer tistli kisimlarinin toprak, bitki iligkileri etanol, metanol, aseton
ve distile su ekstraktlariin antioksidan, toksik, antihelmint aktiviteleri ile fenolik
bilesen kompozisyonlar1 arastirilmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi DPPH,
ABTS, metal selatlama etkisi, fosfomolibdenyum, B-karoten/linoleik asit ve demir
indirgeme (FRAP) metotlariyla belirlenmistir. Ekstraktlar icerisinde en yiiksek
toplam antioksidan aktiviteye sahip Turkiye yer alti metanol ekstraktlar
(%99.28+0.77) olmustur. Ayrica toplam fenolik, flavonoid ve tanen madde miktarlar
da Folin-Ciocalteu, aliiminyum Kkloriir ve vanilin reaktifi kullanilarak tespit
edilmistir. Bitkinin fenolik bilesenleri HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Her iki
Ulke orneklerinde en yiiksek fenolik bilesen kafeik asit olmustur. Brine shrimp
(Artemia salina L.) letalite testi ile ekstraktlarin olas1 toksik etkisi incelenmistir. En
yuksek sitotoksik etkiyi 64.43 pg/mL LCsg degeri ile Tiirkiye yeralt1 etanol ekstrakti
gostermistir. Antihelmint aktivite testi parazit nematod ile dort farkli dozda
yapilmistir ve 6liim siireleri kaydedilmistir. En etkili ekstrakt en kisa zamanda (11
dk) 6lum veren Kazakistan yer Ustl ekstrakti olmustur. Bunlara ilaveten distile su
ekstraktlarinin siganlarin kan Ornekleri tizerindeki etkileri de degerlendirilmistir.
Sonuclara gore bitki ekstrakti verilen gruplarda ALT ve ALP degerleri artis
gostermistir. Bitki ve toprak drnekleri alinarak, bu 6rneklerde toprak ve bitki analizi
yapilmistir. Yapilan analizler sonucu Tiirkiye topraklarmin orta kuvvetli asit, az
Kirecli, tuzsuz, organik maddece orta seviyede, mineralce zengin; Kazakistan
topraklar1 ise hafif alkali, tuzsuz, az kirecli, organik madde ve mineralce zengin
topraklar1 oldugu tespit edilmigstir. Bu ¢alisma sonuclarinin gida, eczacilik, alternatif
tip ve dogal tedavi gibi bir¢ok alanda dogal iirlinlerin kullanilmasma yonelik son

zamanlarda artan arastirmalara katki saglayacagina inanilmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, toksisite, antihelmint, HPLC



ABSTRACT

DISTRIBUTED IN TURKEY AND KAZAKHSTAN LILIUM MARTAGON
TYPE EXTRACTS SOME OF THE BIOLOGICAL FEATURES
COMPARATIVE RESEARCH
Ph.D THESIS
AKGUL RAKHIMZHANOVA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE IF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. RAMAZAN MAMMADOV)

DENIZLIi, JUNE - 2020

In this study, showing the distribution in Turkey and Kazakhstan antioxidant,
toxic, antihelmint activities and phenolic component compositions, soil, plant
relations ethanol, methanol, acetone and distilled water extracts of underground and
above ground parts of Lilium martagon species of were investigated. The antioxidant
activity of the extract was determined by DPPH, ABTS, metal chelating,
phosphomolybdenum, B-carotene/linoleic acid and ferric reducing power (FRAP)
assays. The highest total antioxidant activity among extracts were found Turkey
underground methanol extract (99.28+0.77%). Total phenolic, flavonoid and tannins
contents of each extract were also investigated by using both Folin-Ciocalteu
reagent, aluminium chloride and vanillin reagent. Phenolic compounds compositions
of plants were determined by HPLC method. Caffeic acid was the highest phenolic
component in both countries examples. The brine shrimp (Artemia salina L.)
lethality test was used to screen for the possible toxic effect of the extracts. Turkey
underground ethanol extract demonstrated highest cytotoxic effect with the 64.43
Hg/mL LCso. Antihelmintic activity test was performed with parasitic nematodes in
four different doses and death times of parasitic nematodes were recorded. The most
effective extract was Kazakhistan above ground which gave death the shortest time
(11 min). The effects on rat blood tissues of distilled water extracts species were
determined. According to the results, plant extract treated group increased ALT and
ALP values. Soil and plant analysis were performed in these samples plants and soil
samples were taken from where the plants were collected. The analysis result of acid
medium of Turkey's soil, less lime, without salt, medium in organic matter, mineral-
rich; Kazakhstan's soil is slightly alkaline, without salt, less calcareous, rich in
organic matter, mineral rich soils.

It is believed that the results of this study will contribute to recently increasing
research on using natural products in many areas such as food, pharmacy, alternative
medicine and natural therapy.

KEYWORDS: antioxidant, toxic, antihelmintic, HPLC
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1. GIRIS

Diinya, olusumundan gilinimiize kadar stirekli bir degisim igerisindedir.
Kitalarin kaymasi, karalarin dagilisi, durumu ve iklim degismelerine bagli olarak
bitki ortiisiiniin morfolojik ve fizyolojik yapisinda da degismeler olmustur. Tiirkiye
jeomorfolojik goriiniim ve barindirdigi zengin bitki ortiisii, gesitliligiyle ¢evresinde
bulunan birgok iilkeden farkli dzellikler tasimaktadir. Oyle ki, Tiirkiye’de toplam
bitki tiirlerinin sayis1 tim Avrupa kitasinda bulunan bitki tiirlerinin sayis1 kadardir.
Jeomorfolojik yapilarin farklilik gostermesi, kisa mesafelerde bile iklim tipleri,
toprak tiirleri ve bitki ortiisii tlirlerinin gesitlilik gostermesini saglamistir (Aver 2005,
Atalay 2008). Tirkiye orta enlemlerde yer alan bir iilkedir. Bulundugu konum
itibariyle fiziki 6zellikler bakimindan ¢ok renkli bir iilkedir. Farkli hava kiitlelerinin
carptig1 bir konumda olmasi, ii¢ tarafinin denizlerle ¢evrili olmasi, topografik agidan
engebeli ve yiiksek dag silselerini barindiran bir iilke olmasi, onu birbirinden farkl
iklim tiplerinin ve zengin bir bitki oOrtiisiiniin olusumunu saglamistir. Iklim
farkliliklar, cografik o6zellikleri, jeolojik ge¢misi, deniz, gol, akarsu gibi cesitli
ortamlarin varhigi ve yiikselti farkliliklar1 Tiirkiye’deki biyolojik zenginligin
nedenlerindendir. Ulkede, buzul ve buzullar aras1 dsnemlerde bitki gdgleri meydana
gelmisti. Bu da iilkenin bazi1 bdliimlerinde birbirinden ¢ok farkli 6zellikler gosteren
bitkilerin bir arada bulunmasini saglamistir. Bu etkenlerin hepsi de iilke bitki ortiisii
iizerinde ¢ok Onemli rol oynayarak cok c¢esitli ve zengin bir bitki Ortiisiiniin
olusmasimi saglamigtir. Tirkiye bitki Ortlisii agisindan ekvatoral bolgeden sonra
diinyanin en zengin boélgelerinden bir tanesidir. Yaklasik olarak 12.000 bitki
taksonuna ev sahipligini yaparak tim Avrupa kitasinda bulunan bitkilerin %75’ sine
yakinini baridirir. Bunun 1/3” ni, endemik ve relikt bitkiler olusturur (Aver 2005,
Tiirkes 2004). Avrupa kitasinda 11557 bitki tiirii, Britanya Adalar’’ nda 2000 bitki
tiri mevcutken (Heywood ve Tutin 1981) Tiirkiye’nin yaklasik 12.000 adet taksona
(tiir, alttiir ve varyete diizeyinde) sahip oldugu bilinmektedir (Erik ve Tarikahya
2004). Ulkede, dért mevsimin belirgin bir sekilde goriildiigii, orta enlemlerde yer
alir. Bu nedenle yil boyunca farkli hava kiitleleri buralarda karsilagir ve iklimin
cesitlilik gdstermesini saglar. Iklim etmeninin yaninda topografik yapiy1 ve toprak

cesitliligini de disiindiigimiizde tilkenin bu kadar zengin bir bitki ortustine neden



sahip oldugu daha kolay bir sekilde anlasilir. Ozellikle de yiikseltinin fazla oldugu
dogu ve bat1 boliimleri bol yagis almaktadir. Daglarin uzanig sekli ve bitki gelisimi
icin uygun sicaklik kosullarinin goriilmesi gilir orman topluluklarinin gelismesini
saglamistir. Tiirkiye Holarktik flora alemi i¢inde olup bu alemin alt boliimleri olan
Avrupa Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan béliimlerinin kesistigi bir yerdedir.
Dolayisiyla bu alt boliime ait bitki ortiistiyle kaplanmistir. Bu durum iilkenin
endemizm agisindan zengin bir bitki Ortiistine sahip olmasimi saglamistir (Avci
2005).

Kazakistan jeomorfolojik acidan, genelde sade bir goriiniime sahiptir ve lilke
topraklari, batidan doguya dogru gidildikce yiikselir. Ancak topraklarin biiyiik bir
kismi, kimi zaman hafif engebelerin bulundugu diizliiklerle kaplidir ve bu topraklar,
'Kazak Bozkin' adin1 alir. En alcak noktas1 Vpadina Kaundy' de, deniz seviyesinin
132'in altinda iken, en yiiksek yeri Han Tengri Zirvesinde 6.995 metreye ulasir.
Kazakistan topraklannin %401 ¢6l, %23'Q yart ¢6l, %20'si bozkir, %7'si orman-
bozkir ve %10'u daglardan olugmaktadir (Altay, Tarbagatay, Cungar daglari).
Kazakistan arazisi yeknesak degildir. Ulke topraklarinin ancak iigte birinden biraz
fazlas1 ovalardan olusur. Arazinin hemen yarisina yakini tepelik diizliikler ile
platolardan meydana gelmistir. Kazakistan topraklarinin kalan %20'lik bolimand
daglik bolgeler teskil eder. Ulkedeki en algak bdlge Hazar Denizi sahillerindeki
topraklar olup, Hazar'in giineybatisinda Aral ve Hazar arasindaki bolgede, yiiksek
Ust-Yurt ve Mangislak ovalar1 vardir. Mangislak'in kuzeyinde ise yaklasik 56 m
yiikseklige sahip olan Karatav (Karadag) ve Aktav (Akdag) yer almaktadir. Turan
ovasimnin da bir kistmim teskil eden Kazakistan ovasmin orta bolimi kumluk bir
sahadir. Dogu Kazakistan ovasi ise Balkas'a dogru al¢alir ve giineydoguda Tanri
daglarma dek uzanir. Kazakistan''n dogusunu Sibirya ovasindan ayiran daglar
bulunmaktadir ve bunlar 1.470 m yiikseklikteki Kizil Ray, 1.340 m yiikseklige sahip
Karkarali daglar1 ile Bayan Aul, Gokgetav (Gokgedag), Ulutav (Uludag) daglaridir.
Kazakistan’ 1n cografik konumunu goz 6niine getirildiginde arazi biiyiik olmasina
ragmen takson sayisinin (tur, alttiir ve varyete diizeyinde) yaklasik 6.000 adet oldugu
bilinmektedir. Kazakistan ve Tirkiye’nin zengin bitki gesitliligini tanimlamak igin
yapilan ilk ciddi ve kapsamli ¢aligmalar E.Boissier’in Flora Orientalis (Boissier
1867-1888) ve Davis’in, Flora of Turkey and East Aegean Islands (Davis 1965) adli
eserlerinde goniilmektedir. 1965 yilindan giiniimiize kadar gegen siiregte yapilan

caligmalarla pek ¢ok yeni tiir tanimlanirken, mevcut tiirlerin yeni yayilis alanlar
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tespit edilmis, baz1 cinslerin yeteri kadar 6rnege dayandirilmadan floraya islendigi
ortaya ¢ikmistir (Isiksal 2013).

Bitkiler, insan yasaminin siirdirebilmesi igin gerekli olan oksijeni saglar
ayrica besin olarak alinarak sagligi korurlar. Bitkilerin tedavide kullanimlar1 insanlik
tarihiyle birlikte baglamistir. Binlerce yil Once insan, bitkilerin tedavi edici giiciini
tamimis ve saglikli yasayabilmek i¢in bitkilerden yararlanmistir. Halk hekimligi
uygulamalarinda yaygin olarak rastlanan Anadolu’da halk ilaglari, uzun tecriibeler
sonunda giiniimiize kadar gelmis uygulamalardir. Modern tipta kullanilan pek ¢ok
ilag da bitkilerden elde edilmektedir. Bitkilerin mikroorganizmalar1 Sldirici ve
insan sagligi icin 6nemli olan &zellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda
arastirilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) arastirmalarma gore tedavi amagh
kullanilan tibbi bitkilerin sayist 20.000 civarindadir. Bundan ancak 500 kadarinin
tarimsal {retiminin yapildig1 kaydedilmektedir. Ayrica degisik amagla kullanilan
bitkilerin ¢ok azi1 farmokopelerde kayitlidir. Ornegin Tiirk kodeksinde kayitl bitki
sayis1 140 civarindadir. Halbuki Tiirkiye’ de tibbi amagla tiiketilen bitki sayis1 ¢ok
fazladir, hatta bazi yayinlarda bunun en az 500 civarinda oldugu kaydedilmektedir
(Baytop 1984). Kazakistanda ise yaklasik 250 tiir bitki tibbi amagla kullanilmaktadir.

1.1 Turkiye ve Kazakistan Toprak Yapisi

Tiikiye toprak ¢esitliligi acisindan ¢ok zengin bir iilkedir. Atalay’a (2011)
gore, Tiirkiye’de laterit, ¢6l ve tundra topraklari disindaki topraklarin tiimii vardir.
Toprak cesitliliginin bu kadar fazla olmasimnin nedeni, iilkenin zengin bir dogal
ortama sahip olmasidir. Ulke, morfolojik agidan engebeli ve yiiksek bir yapiya sahip
olup, farkli o6zellikteki iklimlerin goriilldiigii bir yerdedir. Buna zengin bitki
ortiisiiniin varhig1 ve farkli jeolojik olaylarin eseri olan ana materyallerini de
ekledigimizde toprak c¢esitliliginin bu kadar zengin olmasinin nedeni daha kolay
anlasilacaktir. iklimin temel rol oynadig1 Zonal, tasinmaya bagli olusan introzonal ve
anakayanin etkisinde olusan Azonal topraklarin tamamina yakim iilkede
goriilmektedir. Bu topraklarin dagilislarina baktigimizda Karadeniz bdlgesinde
yagisin fazla olmasindan dolay: topraktaki asit orani fazladir. Daha ¢ok Kahverengi
orman topraklari, 6zellikle Bati Karadeniz taraflarinda Podzol topraklar yaygindir.

Akdeniz ve Ege bolgelerinin bazi boliimleri ile Marmara bdlgesinin gilineyinde



Terra-Rossa dedigimiz kirmizi topraklar yaygindir. Bu topraklar kireg tasi, jips,
marn, kil ve gnayslar iizerinde gelismektedir. Giineydogu’da Kirmizims1 Kahverengi
topraklar, I¢ Anadolu’da Kirecsiz Kahverengi topraklar, Kahverengi bozkir
topraklar, Dogu Anadolu bolgesinin Kars-Ardahan bolumiinde gernezyom (kara
topraklar) tiirii topraklar yaygin bir sekilde goriilmektedir. Yillik yagis miktarinin
400-600 mm arasinda degistigi yerlerde Kestane renkli topraklar I¢ Anadolu
bolgemizde gorilmektedir. Bunun yaninda Azonal ve introzonal topraklarin
orneklerini tim bolgelerinde gérmek mimkiindir (Sahin ve dig. 2005, Atalay 2011).

Yizolgimi  2.724.900 km? olan Kazakistan, diinyada kapladigi alan
bakimindan 9. sirada yer almaktadir.

Algak Sariarka Daglar1 Orta Kazakistan’da yiikselir. Altay, Tarbagatay ve
Cungar dag siralar1, Tien San dag siralarinin bati kollar1 da {ilkenin dogusunda ve
giineydogusunda yer almaktadir.

Kazakistan’in toprak tiirleri oldukea cesitlidir. Iklimin cesitliligi ve yiikseltiye
bagl olarak, toprak tipleri de degismektedir. Kuzeydeki bolgelerde cernozyom
topraklar (%7), guneyde kestane rengi topraklar (%26) ve alkali topraklar (%35), ku-
zeydogudaki steplerde ise kestane renkli topraklar bulunmaktadir. Humus miktarinin
%6 ile %8 arasinda degistigi ¢ernozyom topraklari daha verimlidir. Kestane renkli
topraklarda ise humus miktar1 %3.5-%4.5 oraninda degismektedir (Isakov ve Medeu
2007). Kazakistan’in topraklar1 yaklasik % 60 oraninda erozyona ugramistir. Petrol
faaliyetleri, nukleer denemeler ve asir1 giibre kullamimi toprak kirliligine neden
olmustur. Bazi bélgelerde tuzlanma ve goraklasma gibi sorunlar ciddi boyutlara

ulagmistir (Akkoskarov 1997).

1.2 Tiirkiye ve Kazakistan Iklimi

Orta enlemlerde yer alan Turkiye dort mevsim belirgin bir sekilde kendini
gostermektedir. Yaz ki farkli karakterdeki hava kiitleleri tilkede etkili olmaktadir.
Kisin kuzey ve kuzeybati tarafindan gelen maritim polar ile giineyden iilkemize
sokulan tropikal hava Kkiitlelerin buralarda karsilamasi sonucu cephe yagislari
meydana gelir. Yazin ise polar hava kiitlesi daha kuzeye ¢ekilir ve Tiirkiye kitasal
tropikal hava kiitlesinin etkisi altina girer. Bunlarin yaninda tilkenin engebeli, yiiksek

bir yapiya sahip olmasi ve etrafinin denizlerle cevrili olmasi iklim cesitliligini



arttirmistir. Bulutluluk, giineslenme siiresi, sicaklik, yagis ve enlem gibi diger iklim
elemanlar1 da {ilkenin ikliminin belirlenmesinde ¢ok dnemli parametrelerdir. Belli bir
yiikseltiden sonra bu nemli hava kiitlesi yogunlasarak buralara bol yagis birakir.

Y1l iginde ortalama en yiiksek sicakliklar I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde gorulmektedir. Kars-Ardahan bolimii, Dogu Karadenizin yiiksek
boliimleri ortalama diisiik sicakliklarin goriildiigii alanlardir. Ozetle, Tiirkiye
subtropikal kusakta olup, tipik Akdeniz iklim 6zelliklerinin egemen oldugu bir iilke
olmakla beraber, morfolojik ve sahip oldugu 6zel konumdan dolay1 Karasal iklim ve
Karadeniz iklim 6zelliklerini de tasimaktadir (Tiirkes 2012, Atalay 2011, Bahadir ve
Yakar 2013).

Denizlerden ¢ok uzaklarda bulunan Kazakistan' da kara iklimi belirgin bir
sekilde hissedilir. Ulkenin kuzeyinde kis hem soguk, hem de uzun geger. Orta
bolgelerde soguklar azalir. Giineye inildikce, kisin kisaldigi ve 1siin yiikseldigi
gorullr. Kazakistan' giiney siir bolgelerinde kis yumusak geger. Daglarda yaz kisa
ve serin, kis ise sert olur. Kazakistan'in okyanuslardan uzak olmasi ve deniz tesirinin
i¢ kisimlara girmesini engelleyen biiyiik daglarin bulunmasi, Kazakistan iklimini sert
kitasal kara iklimi yapmaktadir. Ulke genelinde yaz ve kis aylar1 arasinda 1s1 farki
cok biuytiktiir. Sicaklik, ocak ayinda ortalama -35° dereceden -4° dereceye kadar;
temmuz ayinda ise, +19 dereceden +35 dereceye kadar farklilik gostermektedir.
Yillik yagis ortalamasi ormanlarda 300-400 mm, bozkirlarda 250 mm ve daglarda
400 mm ile 1600 mm arasinda degismektedir. Sicakliklar, ilkbahar ve sonbaharda
ilimandir ve sicakligin en yiiksek oldugu ay temmuzdur. Kar yagisi kasim ayinda
gozlemlenir, daghik bolgelerde ise nisana dek siirer. Cesitli oranlarda birbirleriyle
iligkili olarak, bir yerin iklimini olusturan iklim elemanlar1 (iklim degiskenleri)
sicaklik, basing, riizgar, nem ve yagistir (Sahin ve dig. 2005).

Bununla birlikte, tilkenin sinirlar1 i¢inde dag tundra ikliminden kuru
suptropiklere kadar gesitli iklim tiplerine rastlamak mimkandar.

Anakaranin ortasinda yer almasi tilke ikliminin karasal ve kuru olmasina
neden olmustur. Rusya’nin ayn1 enlemde yer alan bolgelerine gore burada kislar sert,
yazlar ise daha sicaktir. Ulkenin en sicak noktas: Giiney Kazakistan vilayetinde yer
alan Tast1 kasabasidir (250 °C). En diisiik sicaklik 1969 yilinda iilkenin dogusunda
(Orlov kasabasinda) kaydedilmistir (-62°C). En diisiik yillik ortalama sicaklik (0 °C)

Kazakistan’in diizliik arazilerinde (Astana’nin dogusunda) goriilmektedir. En yiksek



ortalama sicaklik ise {ilkenin en giineyinde bulunan Kizilkum istasyonunda (13,7°C)

kaydedilmistir (Vilesov 2009).

1.2.1 Sicakhk

Sicaklik, bir maddenin 1s1 veya molekiiler hareketinin derecesinin Ol¢iisii
olarak tanimlanabilir. Giinesten alinan 1s1 enerjisinin insana ve ¢evreye etki
bi¢ciminde olan sicaklik, insan1 ve ¢evreyi en fazla etkileyen 1s1 elemanidir. Sicaklik
ayni zamanda sicaklifin veya soguklugun bir derecesi olarak da degerlendirilebilir.
Yer gozlemlerinde sicaklik degeri serbest hava igerisinde, gdlgede ve yere yakin bir

cevrede Olglilmektedir (Sahin ve dig. 2005).

1.2.2 Yagis

Iklim agisindan, 6nemli gostergelerden birisi de yillik yagis miktaridir. Genis
alana sahip Kazakistan’da bu gosterge bolgeler arasinda Onemli farkliliklar
gostermektedir. Ulkenin tiim bélgelerinde, 6zellikle giineyde nem miktar: yetersizdir.
Diizliik arazilerde yillik ortalama yagis 370 mm’nin altindadir; ¢ollerde ise 100-150
mm’dir. Daglik alanlarda yagis miktarinin daha fazla oldugu gériiliir. Ornegin, Tyan-
Sen’de 1.000 mm’ye, Altay Daglari’nda 1.500-2.000 mm’ye ulasmaktadir (Vilesov
2009).

Yagmur, kar, ¢isenti, dolu, buz parcaciklari ile bunlarin degisik sekillerini de
iceren ve nemin yere dogru diisen tim sekli i¢in kullanilan genel bir terim olarak
adlandirilir. Suyun gaz hali olan ve hava nemi olarak ifade edilen su buharinin
yogunlasarak yeryiiziine diismesi olayr olan yagista iklimin cok Onemli bir
elemanidir. Diger bir deyisle; bulutlardan diisen, yere kadar ulasan suyun sivi veya
kat1 haldeki her tiirlii sekli i¢in kullanilan terimdir. Bircok iilkede belirli bir periyot
icin Olculen yagis miktar1 ing olarak verilirken, {ilkemiz meteorolojisinde santimetre
olarak o6l¢iiliir ve metrekarede kilogram olarak ifade edilir. Yagis esnasinda eger
hava sicakligr 0 °C’nin {istiinde ise yagis genellikle sivi halde meydana gelir ve bu
yagls ¢esidine yagmur denir. Yurdumuzda goriilen yagislarin ¢ogu, yagmur

seklindedir. Bu kapsamda Aylik Toplam Yagis, Devlet Meteoroloji Isleri (DMI)



tarafindan bir ay boyunca 6l¢iimleri yapilan yagis (kar, dolu, yagmur) degerlerinin o
ay icerisinde toplam cinsinden ¢ikan degeri, maksimum yagista ay igerinde

yeryliziine diisen yagisin en fazla oldugu degeri ifade etmektedir.

1.2.3 Ruzgar

Diinyanin kendi etrafinda donmesi ile giines atmosferin farkli boliimlerini
farkl sicakliklarda 1sitir. Atmosferin bir kismi giinesin etkisiyle 1sinirken diger kismi
sogumaya baslamaktadir. Bu olay atmosferde 1s1 potansiyeli farkli hava kiitleleri
meydana getirmektedir. Yiiksek basing (antisiklon) alanlarindan al¢ak basing (siklon)
alanlarina dogru olan yatay yonlii hava akimlarma riizgar denir. Riizgar basing
farkindan dogar, basing farki bitene kadar devam eder. Hava hareketinin yéni daima
yliksek basingtan algak basinca dogrudur. Riizgarlar havanin yogunlugunu ve
sicakligini etkileyerek atmosfer basincini degistirir. Enlem-sicaklik iliskisine bagl
olarak yiiksek enlemlerden algcak enlemlere dogru esen riizgarlar, sicaklik degerlerini
digiriirken algak enlemlerden yiiksek enlemlere dogru esen riizgarlar sicaklig
arttirict etki yaparlar. Fon karakteri kazanmis riizgarlar da en son ulastiklar1 alanlarda

sicaklig arttirirlar.

1.3 Liliacea Familyasi ve Lilium L. Cinsi

Diinyada Liliacea familyasi 250 cins ve 3500 tiir igermektedir ve bu trlerin
yaklasik %12.8’1 Tirkiye’de bulunmaktadir. Liliaceae (Zambakgiller) familyasindan
olan Lilium sp. insanlarin tanmidigi en eski bitkilerdendir. Turkiye’de Lilium sp.
Zambak, Beyaz Zambak, Ak Zambak, Kokulu Zambak, Misk Zambagi, Orak
Zambagi ve Tirk zambagi olarak isimlendirilir. Diinya {izerinde baslica 10-60° kuzey
enlemleri arasinda olmak iizere Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da, TUrkiye’de ise
Dogu ve Bati Anadolu’da dogal olarak yayilis gosterir. Liliaceae familyasina iiye
olan Lilium cinsi, agirlikli olarak kuzey yarim kiirenin iliman bolgelerinde yayilig
gosteren yaklasik 100 tiir igermektedir (Dhyani ve dig, 2009). Lilium L. Cinsi, farkli
yazarlar tarafindan 5 ile 10 arasinda boliime ya da altcinse ayrilmistir. Bu cinsin, biri

endemik, 6 tiirli dogal olarak yetisir. Bu tiirlerden sar1 veya pembe ¢igekli olup



Kuzeydogu Anadolu’da yetisen L. martagon L. (Tirk Zambagi) ve Giineybati
Anadolu'da L. candidum L. (Ak Zambak) bulunur (Mammadov ve dig. 2017). Lilium
cinsinin Avrupa florasinda 10 tiirii tanimlanmistir (Tutin ve dig. 1980). L. candidum
ve L. martagon tiirleri hem Tiirkiye’de hem de Avrupa’da yayilis gostermektedir
(Davis 1984, Tutin ve dig. 1980).

Zambaklarla ilgili tarihsel kayitlar, Lilium yetistirmenin antik Girit
uygarliginda M.O. binlerce y1l énceye dayandigini, Misirlilarin cenazelerde gelenk
yapiminda Lilium kullandiklarint ve Romalilarin saray bahgelerinin yapiminda nergis
ve siimbiillerle beraber zambaklar1 ekdiklerini gdstermektedir. 5000 yi1l oncesine
dayanan Siimer tabletlerinden Iran’daki Susa sehrinin zambak bahgeleri ile gevrili
oldugu ve sehrin bu bitkiden sonra isimlendirildigi tespit edilmistir. Son yillarda
Lilium'un gerek kesme cicek, gerekse saksili ¢igek olarak yetistiriciliginde; birim
alandan oldukg¢a yiiksek kar getirmesi, yil boyu yetistirilebilmesi, yeni ¢esitlerin
bulunmasi, ¢icege talebin artmasi gibi nedenlerle 6nemli bir artis dikkati cekmektedir
(Mammadov ve dig. 2017).

Lilium cinsi hem bahge bitkileri hem de kiiltiire alinan ¢igekleriyle en 6nemli
sis bitkileri grubu olarak konumlarini korumaktadirlar. Lilium tiirleri soganli ve ¢ok
yilliktir. Gosterigli ¢igeklerinden dolayr park ve bahgelerde siis bitkisi olarak
yetistirilen Lilium tiirleri ayrica bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Baz1 Lilium turleri,
aromatiktir ve parfiim endiistrisinde kullanilmaktadir. Etken maddelere sahip olan
bazi Lilium tiirleri cilt hastaliklari, apse, sivilce tedavisinde ilag hazirlamada
kullanilmaktadir (Baytop 1998). Bazi Lilium tiirleri ise yapistirici ve boya olarak
kullanilmaktadir (Ozgelik ve dig. 1990). Diinya cicek pazarinda bu cinsin
hibritlerinin ve kultlrlerinin genisligi ve ¢esitliligi ticari olarak ¢ok énemlidir (De
1974). Ayrica bazi tiirler, tibbi ve gida degeriyle bilinmektedir (Wawrosch ve dig.
2001, Dhyani 2007).

1.3.1 Lilium martagon L.

L. martagon, Kuzey Asya ve Avrupa'da yaygin olarak dagilan Lilium cinsine
ait Liliaceae familyasinin bir {iyesidir. Halk arasinda “Tiirk zambag:” olarak bilinir

hem giineste hem de golgede ayn1 zamanda hem agir killi ve tebesirli topraklarda ve



diger toprak tlrlerinde yetisebilir. Bununla birlikte, L. martagon'un sekonder
metabolitlerinin sistematik bir arastirmasi yapilmamustir.

Tirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Lilium taksonlari arasinda L.
martagon L. en genis yayilis alanina sahip olmakla beraber giiniimiize kadar ulasmis
en eski Lilium tird olarak kabul edilmektedir (Dubouzet ve Shinoda 1999).

Dogal florada bulunan bitkilerin halk arasinda tedavi amach, gida, cay,
baharat, boya, insektisit, hayvan hastaliklarinin tedavisi, regine, zamk, ugucu sabit
yaglarindan faydalanma, mesrubat ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir
(Faydaoglu ve Siriiciioglu 2011). Pekg¢ok yiiksek bitki, ekonomik agidan 6nem
tasiyan organik kimyasallari (alkoloid, terpen, fenolik bilesikler, nadir amino asitler,
bitki aminleri ve glikosidler, vb) biinyesinde biriktirerek ¢esitli bilimsel, teknolojik
ve ticari uygulamalara ham madde olusturur (Anonymous 2009). Dogal bitki tiriinleri
(fitokimyasallar) ¢ok sayida endistride dogrudan ya da dolayli olarak kullanilir,
ozellikle yaglar, resinler, taninler, saponinler, dogal plastikler, yapiskanlar, balmumu,
boyalar, ilaglarin kaynagi halindedir (Balandrin ve dig. 1985, Han 2001, Anonymous
2009). Su anda ilag endiistrisinde kullanilan 6nemli bitki bilesikleri salisin, taxol ve
morfindir (Anonymous 2003).

Kingtom Plantae

Subkingtom | Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Class Liliopsida

Subclass Liliidae

Order Liliales
Family Liliaceae

Genus Lilium L.

Species Lilium martagon L.

Sekil 1.1: Lilium martagon tiirii ve sistematigi



1.4 Bitkisel Sekonder Metabolitler

Sekonder Metabolitler bitkiler tarafindan {iiretilen ve giiniimiizde birgok
sektorde hammadde olarak kullanilan bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan
iligkisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iligkili
primer metabolitler (protein, yag, karbonhidrat) kadar 6nemli olan kimyasal
maddelerdir. Bu kimyasal maddelerin onceden higbir ise yaramadigi bitkiler
tarafindan tiretilen atik madde oldugu varsayiliyordu. Ancak daha sonralar1 anlasildi
ki bu maddelerin bitkide; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve
nesillerini devam ettirmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis olduk¢a karmasik
mekanizmalarin  rtinleri  oldugu anlagildi.  Sekonder metabolitler, primer
metabolitlerden biyosentetik yolla iretilmis olup (Tablo 1.1) bitkiler alemindeki
dagilisi 6zel olan bir taksonomik grup (tiir, cins, familya) ile sinirlandirilmistir.
Sekonder metabolitlerin, bitkinin primer metabolizmasindaki fonksiyonlar: tartigmali
olup, genelde tozlasmada, ¢evresel kosullara uyum, mikroorganizma, bocek ve diger
predatorlere (avcilara) karsi kimyasal savunma, diger bitkilerle yarisma gibi rollere
sahip olduklar1 disiiniilmektedir (Vanisree ve dig. 2004, Vanisree ve Tsay 2004).
Bitki biinyesinde oldukca az miktarlarda biriktirilirler. Ozellesmis hiicre tiplerinde ve
bitkinin farkli biiyiime evrelerinde sentezlendiklerinden dolay1 ekstraksiyonlari ile
saflastiriimalar1 zordur (Ozgen ve dig. 2005). Bu maddelerin bitkilere kazandirdig
avantajlar sunlardir (Babaoglu ve dig. 2001):

1. Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar1 gibi degisik ¢evresel faktorlerin olusturdugu stres
ortamina kars1 koyma

2. Herbivorlara (bocek, siiriingen vb.) kars1 savunma

3. Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma

4. Baz1 metabolik ve ekolojik islevleri yerine getirme (6rn; tohum dagilimini
saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilari cezbetme gibi)

Bitkiler metabolizmalarinda heniiz rolleri tam olarak bilinmesede sekonder
metabolit olarak ¢ok sayida fenolik madde olusturmaktadir. S6z konusu maddeler

asagidaki sekilde gruplastirilmaktadir (Tablo 1.1).
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Tablo 1.1: Sekonder metabolitlerin simflandirilmasi

. . AZOT velveya KUKURT
TERPENLER FENOLIK BILESENLER . . .
ICEREN BILESIKLER
Cesitleri Ornek Cesitleri Ornek Cesitleri Ornek
. Hidroksibenzoik S Heterosiklik Nikotin
Hemiterpenler Prenol Asitler Gallik asit Alkoloidler
. Hidroksisinamik I Non- Efedrin
Monoterpenler Limonen . Ferulik asit heterosiklik
Asitler .
Alkoloidler
Seskiterpenler Absisik asit | Fenilpropanoidler | Kumarin Pde.O Solanidin
Alkoloidler
. . Siyanojenik Hidrojen
Diterpenler Taksol Naftokinonlar Juglon Glikozitler siyanid
Triterpenler Digitoginin Antrasenler Antranol Glukozinolatlar Sinigrin
Tetraterpenler Karoten Flavonlar Apigenin NOP'WO‘F"” Mimozin
Amino asitler
Meroterpenler Klorofil Flavonoller Kuersetin
Politerpenler Kauguk izoflavonlar Genistein
Antosiyaninler Petunidin

Bitkilerde sekonder metabolitlerin yapisina ¢evre faktorlerinin, cografi, iklim,
edafik (toprak), orografik (relyef) ve biyolojik faktorlerin etkisi biiyiiktiir. Diinyanin
giiney kisminda yetigsmekte olan bitkilerde genelde eterik yaglar ve alkaloidler, soguk
bolgelerde ise flavonoidler ve tanenler daha ¢cok bulunmaktadir. Sicak ve soguk iklim
sekonder metabolitlerin olusumunu etkiler. Sicak ve nem oranlarmnin artmasi
sonucunda karotenoidler, diisiik sicakliklarda glikozitler, nemin diisiisiinde ise

flavonoidler olugsmaktadir.

Sekonder metabolitlerin yapist toprak kosullarindan (topragin yapisindan,
nem miktarindan, asit miktarindan, kimyasal yapisindan ve mineral madde
miktarmdan) da etkilenmektedir. Ornegin; topragm asit miktar1 yiikseldiginde, datura
(Datura sp.) bitkisinin yapraklarindaki alkaloid miktarinda diisiis ortaya ¢ikmaktadir.
Sert kiregli topraklarda yetismekte olan bitkilerde tanenler fazla ise, siyah ve kumlu
topraklarda azdir. Topraklarda fosfor miktarin artis1 flavonoid, tanen ve
glikozitlerin olusumuna neden olmaktadir. Toprakta azot miktarmin yikselisi ile
birlikte alkoloidlerin biyosentezi aktivite olurken, tanenlerin miktarinda ise diisiis
ortaya c¢ikmaktadir. Topragin kimyasal elementleri ile bitkinin sekonder metabolit

gruplar1 arasindaki baglanti, deneylerle kamtlanmistir. Ornegin; glikozitlerin
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salgilanmasinda bitkiler siirekli olarak topraktan mangan, molibden ve krom,
alkoloidlerin biyosentezinde bakir ve kobalt, saponinlerin olusmasinda ise molibden

ve vanadium elementlerini absorbe etmektedirler (Mammadov 2014).

Orografik faktorler (yiikseklik, siklonlarin hareketi) sekonder metabolitlerin
saglanmasini etkilemektedir. Ornegin; Kore ginsengi (Panax ginseng) bitkisi
biyolojik aktif bilesenlerini, dogu ve bat1 kusaginda, sedir (Cedrus sp.) veya genis
yaprakli ormanlarda, 700 m yliksekliklerde daha iyi salgilamaktadir. Kanaryaotu
(Senecio platyphylloides) bitkisi en yiiksek alkoloid miktarina 1600-2000 m
yiiksekliklerde ulasabilmektedir. Baska bir ¢alismada; miige (Convallaria majalis)
bitkisinin biyolojik aktif bilesenlerinin genis yaprakli orman ortaminda, hus agaci
bolgesinde daha yiiksek, asagi tayga cam ormanlar1 bolgesinde ise diisiik oldugu
kanitlanmistir. Kavak ormanlarinda ise bu tiiriin biyolojik aktif bilesenlerinin miktar
daha diisiiktiir. Sekonder metabolitlerin salgilanmasinda bitkinin yas1 da etkili
olabilmektedir. Dogal ortamdan kiiltiire alinmisg olan besparmak otu (Potentilla
erecta) bitkisinde tanenlerin miktar1 bitki 4 yillik oldugu zamanda en biiyiik diisiisi
gostermektedir. Sekonder metabolitlerin salgilanmasi ontogenez doneminde
degisiklige ugrayabilir. Ornegin; eterik yaglarin maksimum salgilanmasi ¢icek
tomurcuklarinin  ve ¢igeklerin  olustugu sathada goriilmektedir. Sekonder
metabolitlerin salgilanmasinin giinliik akis1 ¢cok dikkat cekicidir. Yag giilii (Rosa
damascena) bitkisinin ¢igeklerinde eterik yaglar, giin dogumundan Once, sabah saat

4-6 sularinda maksimum diizeyde salgilanmaktadir (Mammadov 2014).

Dis faktorlerin de hiicre ici faktorler kadar sekonder metabolitlerin
salgilanmasi iizerinde etkili oldugu deneylerle kanitlanmistir. Ornegin; flavonoidlerin
yapisina dis faktorlerin etkisini gdstermek i¢in Su mercimegigiller’ den (Lemnaceae)
olan Spirodela oligorrhiza bitkisi kullanilmis ve 1sik siddeti, sicaklik, besin
maddeleri vb. gibi 52 dis faktoriin etkisi izlenmistir. Bu faktorlerin etkisi ile s6z

konusu bitkide 15 flavonoid tiiriiniin yapisinin degistigi bildirilmistir (Mammadov
2014).
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1.5 Serbest Radikaller

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif
molekiiller olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek
oksidatif stres (hasar) meydana getirirler. Serbest radikaller normal hicresel
metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dis etkenler araciligi ile de meydana
gelebilir. Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve antioksidan dengenin
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Radikaller; lipidler, proteinler ve nikleik asitler
gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol acabilme 6zelligine sahiptir. Olusan bu
hasarin kanser, ateroskleroz, amiloidoz, yasa bagl bagisiklik yetersizligi, senil
demans ve hipertansiyon gibi c¢esitli hastaliklar ile iliskili oldugu ve biyolojik

yaslanma siirecinde rol oynadigi bilinmektedir (Kopéni ve dig. 2006).

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan, yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Bast ve dig.
1991, Halliwell ve Gutteridge 1985, Nawar 1996). Serbest radikaller eslenmemis
elektron bulundurduklarindan dolayr diger maddelerle kolaylikla reaksiyona
girebilirler. Elektronlarin1 ¢iftler halinde (eslenik) bulunduran atomlar veya
molekiiller ise kararli bir yapiya sahip olduklarindan, bagka molekiiller ile
reaksiyonlara girme egilimleri serbest radikaller kadar yiiksek degildir. Bu yiizden
kararli yapida bulunan, eslenmemis elektronu bulunmayan ve diger maddeler ile
radikallerden daha zayif bir sekilde reaksiyona giren molekiiller nonradikaller olarak
tamimlanir. Serbest radikaller oksijen (Tablo 1.2) ve nitrojen kaynakli olabilir (Tablo
1.3). Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli
olanlar reaktif nitrojen tirleri (RNS) olarak isimlendirilir (Halliwell ve Gutteridge
1999; Valko ve dig. 2007). Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit (O27), hidroksil
(OH), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO'), ve alkoksil (RO") radikalleri sayilabilir.
Reaktif nitrojen tarlerini ise nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2’) olusturur.
Reaktif oksijen tiirleri ve RNS diger nonradikal reaktif tiirlere kolay bir sekilde
doniisebilir. Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H202), 0zon
(O3), singlet oksijen (*02), hipokloréz asit (HOCI), nitrik asit (HNO2), peroksinitrit
(ONOQO), dinitrojen trioksit (N20s) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller
arasinda gosterilmezler. Bu oksidan tiirleri patolojik ve fizyolojik durumlar altinda

canlilar tarafindan dretilir ve canli organizmada kolaylikla serbest radikal
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reaksiyonlarina yol agabilirler (Fang ve dig. 2002, Halliwell ve Gutteridge 1999,
Pham-Huy ve dig. 2008, Valko ve dig. 2007).

Tablo 1.2: Reaktif oksijen tlrleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Slperoksit 02 Hidrojen peroksit | H.O>
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksi ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO> Ozon Os
Lipid peroksil LOO

Tablo 1.3: Reaktif nitrojen turleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit NO' Nitrik asit HNO,
Nitrojen dioksit NOZ' Nitrosil katyonu NO'
Nitroksil anyonu .
L NO
Dinitrojen
N.O
tetroksid 24
Dinitrojen trioksid N,O,
Peroksinitrit ONOO’
Peroksinitrik asit | oNOOH
Nitronyum N 02+
katyonu
. . NO.CI
Nitril klorid 2
ROONO

AlKil peroksinitrit

1.5.1 Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar
tarafindan meydana getirilebilir. Serbest radikaller hiicrede ve ¢evrede siirekli olarak
uretilir (Ali ve dig. 1996, Bagchi ve Puri 1998, Nagendrappa 2005, Sarma ve dig.
2010, Sen ve dig. 2010).
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Endojen kaynaklar

* Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan

katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan urtin olarak uretirler.

* Yangt durumunda sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda nétrofiller ve

makrofajlar serbest radikalleri tiretmeye baglar.

* Serbest radikaller lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom

oksidaz gibi cesitli kaynaklardan olusabilir.

 Diiz kas hiicreleri, plateletler ve arasidonik asit metabolizmas: tarafindan serbest

radikaller Uretilebilir.

* Otooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda ksantin oksidaz (XO) ile nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik retikulumda

sitokrom p450 sisteminde meydana gelen elektron kagaklarindan olusabilir.

« Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres toksik yan {iriin olarak
serbest radikal iiretebilir. Ayrica kortizol ve katekolamin gibi hormonlar viicutta stres
reaksiyonlarma yol agarlar. Ayni zamanda bu hormonlarin kendileri de serbest

radikallere doniisebilirler.

+ Immun sistem hiicreleri patojenlere yanit olarak ROS ve oksi- radikaller tretebilir.
Eksojen kaynaklar

* UV 1sinlar, X-rays, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlari,

* Pigirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,

* Orman yanginlari, volkanik faaliyetler,

* Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava kirleticiler,
* Temizlik iirlinleri, tutkal, boya, tiner, parfiimler ve bocek ilaclar1 gibi kimyasallar,

* Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su Kirletici maddeler,

* Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani, eksojen olarak serbest

radikal tretimine katkida bulunabilir.
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1.6 Antioksidanlar

Insan viicudunun serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif
stresi ortadan kaldirmak ic¢in en Onemli silahi antioksidanlardir. Antioksidanlar
serbest radikalleri temizleyebilen ve hiicre hasarini engelleyebilen maddelerdir.
Insanda bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan dogal olarak iiretilirler ya da
disaridan ilave olarak alinirlar. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest
radikal stipiiriicii olarak hareket ederler. Bundan dolay1 savunma sisteminin etkisini
arttirarak hastalik riskini de azaltirlar (Shinde ve dig. 2012).

Antioksidanlar, normal hiicre metabolizmasinin toksik yan {iriinii olan serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gosterirler (Sen ve dig. 2010).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana
getirdigi hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak (izere vicutta gérev yapan
savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi
verilir (Sener ve Yegen 2009). Antioksidanlar, radikallerle oldukg¢a hizli bir sekilde
reaksiyona girerek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini énleyen maddelerdir
(Dindar ve Aslan 1999). Antioksidanlarin rolleri arasinda serbest radikallerin
fazlasini etkisizlestirmek, serbest radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri
korumak ve hastaliklar1 6nlemede katki saglamak sayilabilir (Pham-Huy ve dig.
2008).

1.6.1 Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki grup altinda toplanabilir
(Tablo 1.4). Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini
saglamak icin serbest radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri

etkisizlestirmek i¢in kullanilirlar (Sen ve Chakraborty 2011).

Tablo 1.4: Antioksidanlarin smiflandirilmasi.

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik

Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar

Slperoksit dismutaz .
(SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
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I ksi . L

© utatyc()gsi)ro sidaz Urik asit a-lipoik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albimin Seruloplazmin

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen

Antioksidanlar

Ilac Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin
©

Rekombinant sliperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan artiranlar  (GPx

aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

aktiviteyi

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
albiimin)

Demir redoks déngusu inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiratlar

Demir selatorleri

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar

olarak iki alt grupta simiflandirilabilir (Sen ve dig. 2010, Pham-Huy 2008, Aydemir ve

Karadag 2009).

Enzimatik antioksidanlar: Siperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),

Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon redilktaz (GR) enzimatik savunma hattini

olusturan enzimsel antioksidanlardir (Karabulut ve Giinay 2016).

Nonenzimatik Antioksidanlar: Enzimsel olmayan antioksidanlar arasinda

glutatyon, melatonin, Urik asit, bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik

asit, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir (Sen ve dig. 2010, Pham-Huy 2008, Sen
ve Chakraborty 2011, Valko 2007, Droge 2002, Willcox ve dig. 2004).
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Tablo 1.5: a-Lipoik asit ve Dihidrolipoik asitin reaktif oksijen tlrleri ve reaktif nitrojen tirleri
Uzerindeki suptrucu etkileri (Packer ve dig. 2001).

Serbest radikal a-Lipoik asit DHLA

Superoksit radikali - +

Hidroksil radikali
Hipokloroz asit
Hidrojen peroksit
Singlet oksijen
Nitrik oksit radikali
Peroksinitrit
Peroksil radikali -

++ |+

|+ |+ |+ +

++ |+

Eksojen Antioksidanlar: Eksojen kaynakli antioksidanlari, vitamin eksojen
antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar olmak tizere iki grupta
smiflandirabiliriz.

a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve
folik asit (Vitamin B9) disaridan alinan vitamin kaynakli antioksidanlardir (Sener ve

Yegen 2009, Diindar ve Aslan 1999, Aydemir ve Karadag 2009).

1.6.2 Fenolik Bilesikler

Biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve
bitkilerin kendilerini bazi zararlilara karsi korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida
farkli nitelik ve miktarlarda gesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli 2007).
Bitkilerin ikincil metabolizma iirtinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde
en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin yapis
tanimlanmistir (Katkas ve dig. 2006). Bunlara devamli olarak bulunan yeni
tanimlanan fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu 2004). Fenolik bilesikler bitkilerin
meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve gévdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu ve
Harmandar 1999, Coskun 2006, Aydmn ve Ustiin 2007). Fenolik bilesikler, fenolik
asitler ve flavonoidler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin,
meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Fenolik
bilesiklerin bir kismi meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda, 6zellikle agizda
acilik ve burukluk gibi iki dnemli tat unsurunun olusmasinda etkilidirler. Bir kismi1

ise meyve ve sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin
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olusmasini saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik
esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden olmaktadirlar. Bu 6zellikler meyve ve
sebzeler ile bunlardan elde edilen driinler icin son derece onemlidir (Cemeroglu
2004, Zor 2007, Glngor 2007, Anonim 2006).

Meyveler, ozellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve
antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1
fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Guleryiz 2004). Fenolik
bilesiklere, beslenme fizyolojisi a¢isindan olumlu etkileri nedeniyle "biyoflavonoid"
ad1 da verilmektedir. Baz1 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 6nem
tasimaktadirlar (Saldamli 2007, Anonim 2006). Bitkisel materyallerde bulunan
fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar
(Cemeroglu 2004).

1.6.2.1 Fenolik Asitler

Hidroksi benzoik asit ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler Ce-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarla genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik
asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Ce-Cs fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina 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 tirevlerindendir
(Ribéreau-Gayon ve Glories 2006, Yiicel ve Otles 2001, Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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Benzoik Asit R, R> R; R4
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
protoketesuik asit H OH OH H
Rs COOH vanilik asit H OCH;  OH H
gallik asit H OH OH OH
R R, sirincik asit H OCH; OH  OCH;
3 salisilik asit OH H H H
R, gentisik asit OH H H OH
R, %~ COOH Hidroksisinamik Asit Ry R: Ri
p-kumarik asit H OH H
i kafeik asit OH OH H
2 ferulik asit OCH;  OH H
R, sinapik asit OCH; OH OCH;

Sekil 1.2: Fenolik asitlerin kimyasal yapist (Jackson 2000)

1.6.2.2 Flavonoidler

Flavanoidler, bitkilerde ve bitkisel gidalarda bulunan bilesiklerin en énemli
grubunu olusturmaktadir. Bitkilerin sekonder metabolitlerindendir. Sar1 renkli
olmalar1 nedeniyle latince ‘sari’ anlamina gelen ‘flavus’ sozciiglinden tiiretilerek
flavanoid adin1 almislardir. 11k defa olarak flavanoid tipli madde Sevrole tarafindan
mese agacimin bir tlriiniin koklerinden izole edilmistir. Daha sonralar1 bu madde
kuersetin olarak adlandirilmistir ve sar1 renkli boya olarak kullanilmaktadir.
Flavonoidler, fenolik bilesenler olup, temel yapis1 Cs-C3-Cs iskeletinden olugmustur.
Bu yap1 15 C atomlu 2-fenil-1,4-benzopiron (difenil propan) yapisidir. Yapi tiglii bir
karbon kopriisii (C halkasi) ile bagl olan iki fenil (A ve B halkalar1) halkasindan
olusur. Flavonoidler ¢ogu kez 3, 5, 7, 2, 3, 4, 5 pozisyonlarinda
hidroksillenmislerdir (R. Mammadov 2014).

20



L . oH
00 s b
- CHECOCoA * cea0l

p-courmanyl Cof

\I:I({_C\,_n i

ﬁg@’

Flavon | Flavanworvol

] .
" ~ -':—-@—-“H e o
H i i
.
on @

oH
ALroay 4_ Flavonal

'

MO 8]
% ao u;'_@_c.n
an o \%H

aH

1ZeTlawon
Ao s iyarsidin

Sekil 1.3: Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Cikrik¢1 2005)

1.7 Antioksidan Aktivite ve Miktar Tayin Ydntemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastiricilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak icin farkli terimlerin kullanildig:
gorilir. Karsilagilabilecek terimler total antioksidan “kapasite” veya ‘“etkinlik”,
“giic”, “parametre”, ‘“‘potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin
“aktivitesi” basing, sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon
kosullar1 belirtilmedikce 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 farkli
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deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak Onerilmektedir. Ya da
“peroksil radikal stpiiriicti kapasite”, “stiperoksit siipiiriicii kapasite”, “demir iyonu
indirgeme kapasitesi” gibi 6l¢iim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin

kullanilmasi da onerilmektedir (Koleva ve dig. 2002).

Tablo 1.6: In vitro kosullarda uygulanan antioksidan aktivite tayin metodlar

HAT-temelli metodlar

ET-temelli metodlar

Diger metotlar

ROO + AH — ROOH + A:
ROO +LH — ROOH + L

M" + e - (AH’den) —
AH + M D)

Tiyobarbitirik asit ile
oksidasyon urunlerinin
tayini (TBARS)

Oksijen radikalini
absorblama kapasitesi
(ORACQC)

Trolox
antioksidan
(TEAC, ABTS)

esdegeri
kapasite

Peroksit degeri (POV)

Linoleik asit oksidasyonunun

Fe (1I1) iyonu indirgeme

Ransimat metodu

inibisyonu (TRAP) giicii (FRAP) Cesitli serbest
DPPH radikali giderme | radikalleri yakalama
LDL oksidasyonunun | aktivitesi metodlar
ihbibisyonu (TRAP) FCR ile toplam fenolik
Crocin agartma metodu bilesik tayini
Bakir (II) Indirgeyici
Antioksidan Kapasite
(CUPRAC)

1.7.1 p-Karoten/Linoleik Asit Renk A¢ilim Yontemi

Bu yontemde, linoleik asit, B-karoten ve antioksidan iceren bir sistem
olusturulur. Is1 veya 1s1k etkisi ile oksidasyon ya da otooksidasyona ugrayan
karotenoidlerin renginde agilma gozlenir. Oksidasyon sonucunda peroksit radikali
olusur (Prior ve dig., 2005).p-karoten/linoleik asit yonteminde dnceden oksijen ile
doyurulmus suya linoleik asit ve f-karoten koyulur. Linoleik asitten olusan radikaller
(.OH, .OR, .OOR, vs.), 490 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren p-
karoteni pargalayarak renginin ag¢ilmasina neden olurlar. Antioksidanlar, olusan
radikalleri sondirerek p-karotenin renginin agilmasini onlerler (Miller ve dig. 1996,
Huang ve dig. 2005). B-karoten/linoleik asit sistemi yiiksek sicaklikta linoleik asitin
oksidasyonu sirasinda meydana gelen peroksit radikallerinin B-karoten molekiiliinde

renk acilimina neden olmasi durumuna dayanir (Taga ve dig. 1984).
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1.7.2 Fosfomolibden Antioksidan Aktivite Yontemi

Metodun esast Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil
renkli fosfat/Mo (V) kompleksinin olusumuna dayanir. Sonuglar askorbik asid ile
esdeger olarak hesaplanilir. 95 dakika 90°C sicaklikta bekiletilip 695 nm absorbansta
okunur (Prieto ve dig. 1999).

1.7.3 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal yakalama ydnteminde,
kararli ve sentetik bir radikal olan DPPH kullanilir ve antioksidanin bu serbest

radikali yakalama yetenegi olgiilerek antioksidan aktivite tanimlanir (Pokorny 2001).

Sekil 1.4: DPPH radikalinin kimyasal yapisi

CHy CHs
HayC CHa Ha CHa
i : CH3 CHs !
14 QN Satl .
43C ‘ 2
N@ ' @ W, Ne:
CaM DM \
HaC |
CHs |
CHa
oY e
< DPPH radica > < Reduced DPPH >

Sekil 1.5: DPPH molekilunin antioksidan madde ile reaksiyonu (Blois 1958)
DPPH: + Antioksidan-H— DPPH-H + A

DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir. Antioksidandan bir proton alarak
renksiz  a,a-difenil-B-pikrilhidrazil molekiiline doniisiir. Antioksidan madde

tarafindan indirgenmesi sonucu rengi acilir. DPPH analizinde genellikle belirli
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miktarda DPPH cozeltisi ve Ornek ¢oOzeltisi karistirildiktan 30 dk yada absorbans
sabit oluncaya kadar gecen siire sonra 517 nm de absorbans okunur. indirgenme

reaksiyonu boyunca ¢ozeltinin rengi solmaya devam eder (Huang ve dig. 2005).

1.7.4 ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi)

TEAC analizi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan 1993’te rapor
edilmistir. Daha sonralar1 ise bu metot gelistirilmistir (Huang ve dig. 2005). Bu
metotta ABTS [2,2’-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] peroksit veya diger
oksidanlara okside olur ve ABTS + radikal katyonu olusur. Olusan ABTS radikal
katyonu oldukca siddetli bir renge sahiptir. Antioksidan kapasite, test bileseninin
ABTS + radikal katyonu ile direkt olarak reaksiyona girmesi ile renk siddetindeki
azalma Olgiilerek belirlenir (Prior ve dig., 2005). ABTS '+ radikal katyonundaki
azalma denklem asagida verilmistir (Wettasinghe ve dig. 2002).

% ABTS + azalmasi = [(AbSbaglangic-ADSson)/ ADSpaglangic] X 100

ABTS + radikal katyonu 415, 645, 734, 815 nm de maksimum absorpsiyona
sahiptir. Bunlardan 415 ve 734 nm bir ¢ok arastirmaci tarafindan ABTS + radikal
katyonu ve antioksidan arasindaki reaksiyonu spektrofotometrik olarak gdzlemlemek
icin secilmistir (Prior ve dig. 2005). TEAC yontemi kullanilmasi basit ve kolay ve
hizli oldugundan bir ¢ok labaratuarda AOK tayininde siklikla tercih edilen bir
yontemdir (Huang ve dig. 2005).

E Potasyum persdilfat i

1 e-
ABTS < -
‘ __________
RS w G R BSSE e
{ o b [ 7':,::,\?—"—'&3:()’ }
roloks B =
(Antuoksidan)

Sekil 1.6: ABTS' nin kimyasal reaksiyonu (Pannala ve dig. 2001)

1.7.5 Metal Selatlama Aktivitesi
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Yasamamiz icin temel elementlerden biri olan demir, ayn1 zamanda lipit,
protein ve diger bilesenlerle istenmeyen oksidatif reaksiyonlara neden
olabilmektedir. Ayrica demir fenton reaksiyonlart sonucunda serbest radikal
olusturma kabiliyetindedir. Bu nedenle Fenton reaksiyonlarindaki Fe*?
konsantrasyonunun azalmasi ile oksidatif hasara karsi koruyucu etki gorilmektedir
(Rival ve dig. 2001). Gegis metalleri icerisinde Fe'® iyonlarinin yiiksek
reaktivitesinden dolay1 lipit oksidasyonuna yol agcan en dnemli pro-oksidan oldugu
bilinmektedir (Gulgin 2005).

Fenton reaksiyonu: Fe*? + H,O; — Fe*™® + HO. + HO

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak
suretiyle onu etkisizlestirirler ve bdylece fenton reaksiyonlari sonucu olusan
hidroksil ve peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bu nedenle metal
selatlama 6zelligi antioksidan aktiviteyi belirlemede 6nemli rol oynamaktadir (Arora
ve dig. 1998). Bir baska deyisle, metal selatlama aktivitesi, ortamda bulunan Fe?*
iyonlarinin inhibisyonuna dayanir. Aktivite kendini selat ajanlarinin demir iyonlarinm
selatlamas1 sonucu kirmizi renkteki azalmayla gosterir. Metal selatlama aktivitesi
lipit peroksidasyonundaki katalize olmus gegis metallerini indirgedigi igin Onem
tasimaktadir. Selatlama ajanlar1 redoks potansiyelini indirgeyerek metal iyonlarinin
oksidasyonunu stabilize edebilirler. Bu nedenle selatlama ajanlar1 ikincil

antioksidanlardir. (Mathew ve Abraham 2006).

1.7.6 FRAP: Demir (III) indirgeyici Antioksidan Aktivitesi

Bu metotda Fe (IIl) tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksinin antioksidanlar
varhiginda renkli Fe (II) selatina indirgenmesinden yararlanmaktadir (Sekil 1.7)
(Apak 2004). Reaksiyon bilesenleri 0-7 V redoks potansiyelde dedekte edilir. 0.7 V=
(Fe+3-TPTZ redoks potansiyeli) (Prior ve dig. 2005).
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Sekil 1.7: Fe (11I)- TPTZ + indirgen antioksidan— Fe (IT) — TPTZ (595 nm de siddetli mavi renk)

Reaksiyon stiresi kisadir (yaklasik olarak 4 dk) ancak bazi polifenoller daha
yavas reaksiyon verebilirler. FRAP sadece ferrik iyonlari indirgeyebilen maddeleri
olger (Prior ve dig. 2005).

1.8 Sekonder Metabolit Miktar Tayini

Eriositrin, Limon ve Misket Limonu meyve sularinda bol miktarda
bulunmaktadir ancak her iki meyveninde tohumunda bu maddeye rastlanmamustir.

Eriositrin yapis1 Sekil 1.8’da verilmistir.

Sekil 1.8: Eriositrin yapist

Eriositrin’in Limon’dan izole edilmesi ve antioksidatif aktivitesinin
arastirildign bir ¢alismada asit oto-oksidasyon sistemi tzerinde E vitamini ile birlikte
denenmis ve aymi antioksidatif etkiye sahip olduklari, sitrik asit ile birlikte
kullanildiginda daha da etkili sonuglar elde edildigi ifade edilmistir (Yoshiaki ve dig.
1997).
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1.8.1 Folin-Ciocalteu Ayiric1 (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

Bu yontem 1965°de Singleton ve Rossi tarafindan Onerilmis ve daha sonra
farkli uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Toplam fenolik madde miktarlarinin
hesaplanmasinda kullanilan Folin-Ciocalteu metodu, yonteme adini veren reaktif
araciligiyla olusan renk yogunluguna gore 760 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenir. Yontemin esasi, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik
bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasina dayanir.
Genellikle standart bilesik olarak gallik asit kullanilir ve sonuclar gallik asit esdegeri
olarak verilir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda gallik asit yerine, vanilik
asit, kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit, protokatesik asit ve tannik asit de
kullanilmaya baslanmustir (Prior ve dig. 2005).

Folin-Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktar1 tayini hemen hemen
tim antioksidan caligmalarinda o6rnekteki fenolik igeriginin tayininde kullanilan
standart bir yontemdir. Ayrica bu reaktifin ilag analizinde, idrar gibi biyolojik
orneklerde (Rao ve dig. 1978), gida iriinlerinde (Mogalhaes ve dig. 2006) fenolik
bilesik diizeyi veya indirgeme kapasitesi Ol¢limleri i¢in genisletilmis veya modifiye

edilmis uygulamalar1 bulunmaktadir.

1.8.2 Toplam Flavonoid Madde Tayini Yontemi

Serbest radikal Ureten enzimlerin inhibisyonu, serbest radikallerin
stparilmesi, demir ve bakir iyonlarini selatlamasi gibi bir¢ok farkli aktivitesinden
dolay1r flavonoidler antioksidan 0zellik g6stermektedirler (Benavente 1997).
Flavonoidler, antioksidan aktivitelerini degisik yollarla gostermektedir. Zincir kirict
etkileriyle bazi radikal tiirlerini dogrudan yakalama 6zellikleri vardir. Bununla
birlikte a-tokoferol gibi; diger antioksidanlara hidrojen vererek onlar1 yeniden aktif
hale getirmekte ve dolayisiyla lipit peroksidasyonunu Onleyebilmektedir. Demir,
bakir gibi bazi prooksidan metal iyonlariyla kelat olusturarak serbest radikal
olusumuna engel olabilmektedir. Flavonoidler, kanserin engellenmesinde antioksidan
ozellikleri 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 Onlenmesi

sayilabilmektedir (Kris-Etherton ve dig. 2002). Antioksidan aktivitelerine ek olarak
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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 gruplari ile aliiminyum kloriiriin asit i¢inde kararli
kompleksler olusturmasi esasina dayanan, Aliiminyum kloriir (AlClz) kolorimetrik
metodu kullanilarak tayin edilmektedir. Bu yontemde esdeger olarak genellikle
kuersetin standart1 kullanilmaktadir (Chang ve dig. 2002).

1.8.3 Toplam Tanen Madde Tayini Yontemi

Fenolik polimer diger bir degisle tanen veya proantosiyanidin, molekiil
agirliklart yiikksek olan bilesikler olup flavonoidlerin oligomer veya polimer
halleridir. Bitkilerin sekonder metabolitleri olup, bu bitkileri zararlilardan korumaya
yardim ederler (Aydin ve Ustiin 2007). Fenolik polimerlerin en cok; cileklerde,
elmalarda, narda, tiziimde ve saraplarda, tiziim ¢ekirdeklerinde, kakao, ¢ay, targin ve
Ginkgo biloba'da bulundugu bilinmektedir. Renkleri koyu ve tatlar1 buruk yapida bir
maddedir. Proantosiyanidin igerigi yiiksek gida ya da gida takviyelerini kisa/uzun
stireli kullananlarda ateroskleroz, bazi kanser tiirleri ve enflamasyonun goriilme

oranlarmin azaldig: bildirilmistir (Cadenas ve Packer 2002, Beecher 2004).

1.9 Toprak ve Bitki iliskisi

Ekologlar, topraktaki elementlerin varligini degerlendirmek i¢in siklikla bitki
blnyesindeki kimyasal element konsantrasyonlarindan yararlanarak, bitki toprak
iliskilerini ag¢iklamaya ¢alisirlar (Golley 1986, Carter ve dig. 2003). Toprakta
element eksikligi ya da fazlalig:1 bitkiler i¢in bir stres kaynagidir (Bociik 2010). Bu
nedenle dogal ortamlarinda meydana gelen c¢evresel degisimlere kars: bitkiler ¢esitli
icsel ve mekanik tepkiler gosterirler. Bunun sonucunda bitkilerde biyokimyasal ve
fizyolojik olarak c¢esitli reaksiyonlar, gen/genlerin fizyolojik etkileri ile hiicresel
metabolizma degisimlerinin, biiyiime oranlar1 ve liriin miktarlarinin degisimine kadar

cok cesitli tepkilere neden olabilirler (Bray ve dig. 2000).

28



1.10 Kan ile Tlgili Biyokimyasal Calismalar

1.10.1 Serumda Bulunan Enzimler

Organizmada bulunan ve hiicre iginde sentezlenen yiizlerce farkli enzim,
islevlerini hiicrede siirdiirmektedir. Hiicrelerde islev gosteren enzimlerden ayri olarak
bazi enzimler inaktif bir formda salgilanmakta ve aktive olduktan sonra
ekstraselliilerde islev goOstermektedirler. Kanda bulunan enzimler ii¢ gruba
ayrilmaktadir.

1- Plazma spesifik enzimler: Salgilandiktan sonra plazmada fonksiyonel aktivite
kazanan enzimler grubudur. Kanin pihtilasmas1 1ile ilgili serin proteaz
prokoagiilanlar1 olan trombin, faktdr XII (Hageman faktor), faktor V (Stuart Prower
faktor) ve digerleri, plazminojen proaktivator gibi fibrinoliz enzimleri ve dnculleri bu
grupta yer almaktadir.

2 - Salgilanan enzimler: Bunlar genel olarak gastrointestinal kanala salgilanan
proteaz ve hidrolaz grubu enzimlerdir. Lipaz, a-amilaz, kolinesteraz, tripsinojen bu
grupta yer almaktadir. Prostattan kaynaklanan prostatik asid fosfataz da salgilanan
enzimler arasinda bulunmaktadir.

3 - Hucresel enzimler: Laktat dehidrogenaz, aspartat transaminaz, alanin
aminotransferaz ve daha pek cok enzim bu grupta yer almaktadir. Ekstraselliilere
oranla hiicresel enzim diizeyleri ¢ok yiiksek oldugu i¢in plazma veya serum
enzimatik aktivitesinde goriilen en Kkiiciik artis hiicresel hasarin duyarli bir
gostergesidir. Intraselliiler yerlesim gosteren, normal kosullarda serumda c¢ok diisiik
dizeylerde saptanan hiicresel enzimlerin, hastalikta serum veya plazmaya yansiyan
aktivite degisiklikleri klinik biyokimyada 6nem tasimaktadir. Enzimlerdeki aktivite
degisiklikleri 6l¢iilerek hastalikta viicut dokularindaki patolojik degisikligin dogasi
ve bu patolojik olayin olusturdugu doku konumu belirlenmeye calisilmaktadir (Ersoz

2002).

1.10.2 ALT (Alanin aminotransferaz) ve ALP (Alkalen fosfataz)

Enzimleri
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Karaciger hiicrelerinin 6nemli bir kismini teskil eden hepatositler, enzim
acisindan zengin hiicrelerdir, ¢linkli organizmanin en aktif ve cesitlilik gosteren
enzimatik aktivitesine sahiptirler. Hepatositlerin herhangi bir nedenle yaralanmalari
ve nekroza ugramalart halinde bu enzimlerin sirkiilasyondaki diizeyleri de
artmaktadir. Bu enzimlerin en klasik olani sitozolik fraksiyonda yer alan ALT dir
(Sentiirk ve dig. 2004). Daha 6nce glutamik piruvat transminaz seklinde bilinen
Alanin aminotransferaz (Stokol ve Erb 1998), glutamik asitten amino grubunu
piruvat aside transfer ederek bir o-asit olan o-ketoglutarik asit ve alanin meydan
getirir. Bu reaksiyonda tersinirdir.

Glutamik asit + piruvik asit — a-ketoglutarik asit + alanin

Alanin aminotransferaz diger transaminazlarla birlikte amino asit
katabolizmasinda ve organlararasi azot tasimasinda rol oynar (Hoffman ve Solter
2008). Alanin aminotransferaz sitoplazmatik bir enzimdir. Hepatoseltler membrane
permeabilitesinin artisinda hiicre digina salinimi artar. Yiiksek serum alanin
aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler hasarin siddetli oldugunu gosterir. Alanin
aminotransferaz transferazlar grubunda yer alir ve albumin metabolizmasinda
aspartate aminotransferaz ile birlikte gorev alir.

Alanin aminotransferaz, hiicre sitoplazmasinda L-alanin ve a -ketoglutarat’in
piruvat ve glutamata geri doniisiimlii transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5°-
fosfat, alanin aminotransferaz ve pek ¢ok aminotransferazlara siki sekilde baglanan
bir kofaktérdiir ve aspartat aminotransferazda oldugu gibi Bs Vitamininin
alimmmindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur. Serum ve spinal
stvida alanin aminotransferaz aktivitesi olmasina ragmen, ¢ok diisiik renal spesifik
aktivitesi nedeniyle idrarda alanin aminotransferaz aktivitesi yoktur. Spesifik
izoenzimleri yoktur (Jansonius 1998, Turgut 2000). Serum ALT 1950’lerden beri
hepatoseliiler hasarin bir gdstergesi olarak kabul edilmistir (Chimsky ve dig. 1956).

ALT'nin etki mekanizmasi: Alanin aminotransferaz enziminin sistematik
ismi E.C.2.6.1.2., 2-Oksoglutarat aminotransferazdir. Bu transaminaz, L-alanin’in
amino grubunu o-ketoglutarat’a aktarip, bir yandan glutamat, diger yandan da
piruvat meydana getirir (Mengi 1991).

Ratlarda ALT enzim diizeylerinin degistigi durumlar: Serum ALT
1950’lerden beri hepatoseliiler hasarin bir gostergesi olarak kabul edilmis ve bir tani
aract olarak kullanimi yayginlasmistir (Chimsky ve dig. 1956). Yapilan ¢alismalarin

sonucunda, karaciger harabiyeti, kimyasal ajanlara bagli zehirlenmeler, bobrek
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harabiyeti, kronik ve akut hepatitis, beslenme bozukluklari, ytliksek 1s1, stres ve aglik
gibi durumlarin ratlarda serum ALT diizeyini degistirdigi belirtilmistir (Hayashi ve
dig. 1993, Lecavalier dig. 1994).

Alkalen fosfataz (ALP), pek cok fosfat esterlerini hidrolize eden spesifik
olmayan enzimlerin bir izoform grubudur. ATP’nin defosforilasyonunu katalize eder.
Alkalen fosfataz viicutta yaygmn bir sekilde bulunmaktadir. Kemik doku
(osteoblastlarda), intestinal mukoza, renal tubtler hicreler, karaciger (safra kanali
epiteliyal hucreler ve hepatositler) ve plasentada yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Her doku farkli Alkalen fosfataz izoenzimine sahiptir (Dziedziejko ve dig. 2005).
Fosfat gruplarinin transferinde gerekli bir izoenzimler grubundan olusan Alkalen
fosfataz, karaciger, kemik, plasenta, barsak, bobrek ve lokositlerde bulunmasina
karsin %80’den fazlas1 karaciger ve kemik kaynaklidir (Aranda-Michel ve Sherman
1998).

ALP'nin etki mekanizmasi: Alkalen fosfataz enziminin sistematik ismi
E.C.3.1.3.1.’dir. Fosforilasyon ve defosforilasyon metabolizmalarinda onemli
islevleri olan ALP, Mg++ varliginda pnitrofenil ve inorganik fosfatin hidrolizini
katalizler. Sonugta p-nitrofenol ve inorganik fosfor olusur (Mengi 1991).

ALP enzim dizeylerinin degistigi durumlar: Yapilan ¢alismalarin 6zellikle

karaciger ve bobrek harabiyetlerinde, hepatitis, yiiksek 1s1, aglik, stres ve kimyasal
ajanlarla olan zehirlenmelerde beslenme bozukluklarinda ve biiyiime ¢aginda serum
ALP diizeyinin degistigini ortaya koymaktadir (Hayashi dig. 1993, Lecavalier dig.
1994).
Ratlarda karaciger hasarmnin belirlenmesinde ©6nemli enzim olan ALP dikkate
alinmaktadir. Glutamat ve ALT ile pirlivat olusur. ALT yogun olarak yalnizca
karacigerde bulunur. ALT nin predominant formu non mitokondrial olanmidir. Bu
nedenle hafif hepatoselliiler hasarda, hepatosit membran1 hasara ugramis ancak
mitokondrial membran1 saglam ise sitoplazmik ALT seruma salinir (Fickert ve
Zatloukal 2000, Ascioglu 2005).

Karaciger hastaliklarinda ALT seviyesi saglikli bireylere gore ok artis
gosterir. Orta siddette ve agir alkolik karaciger harabiyetinde de bu enzim
miktarlarinda artis olur ancak bu artis nonalkolik hastaliklara nisbeten oldukga azdir.
Serum aminotransferazlari kronik hepatitlerde ve akut viral hepatitlerinin hafif
vakalarinda ve ilaca bagli hepatitlerde orta derecede artar (Fickert ve Zatloukal
2000).
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Sirozda, nonalkolik hepatosteatozda kolestatik karaciger hastaliklarinda
karaciger yaglanmasinda ve karaciger tiimorlerinde serum aminotransferazlari
hafifce artar. Daha ciddi hepatoselliiler hasarlarda mitokondri membraninda da hasar
olur ve mitokondrial AST salinimi ile sonuglanir. Boylece AST/ALT oram yiikselir
(Fickert ve Zatloukal 2000).

1.10.3 Kreatinin

Kreatinin, normal kas metabolizmasinin enzimatik olmayan bir {irliniidiir.
Kreatinin biitiin viicut sivilarima yayilir fakat tekrar kullanilmaz. Bobreklerden
baslica glomerular filtrasyon yoluyla uzaklastirilir. Kreatinin, kas metabolizmasinin
bir {irini oldugundan kas miktart serum konsantrasyonunu etkileyebilir. Kreatin
aminoasit metabolizmasi bir yan {iriinii ve kas dokular1 i¢in enerji kaynagidir. Kanda
dehidrojenize formu olan kreatinin seklinde tasinir. Kreatin karaciger bobrek ve
pankreasta sentezlenir ve kan yoluyla kas ve beyin gibi organlara tasinir, fosforillenir
ve fosfokreatin seklini alir. Fosfokreatin yiiksek enerjili bir bilesiktir. Kreatinfosfatin
ve kreatinin molekiil i¢i degisimi bu bilesiklerinin kas derigiminin metabolik yolunun
bir 6zelligidir. Kaslardaki kreatin’in bir kismi anhidrat formu olan kreatinine
doniigiir. Bu oran giinde %1-2 civarlarindadir. Endojenik kreatinin iiretim orani kas
kiitlesiyle yas ve cinsiyetle dogrudan orantilidir. Erkeklerde idrarla atilan kreatinin
miktar1 1,5g/dl iken kadinlarda bu oran 1,2g / dl dir. (Tietz 1987) Kreatin, genellikle
kirmizi etten giinde ortalama 1,2g alinir. Kirmizi etteki kreatin igerigi yaklasik 4g/kg.
(Hulmant ve dig. 1996) Tamamen kreatin yoklugunda viicut besinlerle alinan kreatin
iceriginin yalnizca %70 ile %80 alir. Kreatin enzimatik olmayan dehidrasyon
tepkimeyle sabit bir oranda kreatinine doniisiir, bu oran viicut kas kiitlesiyle
orantilidir. Kreatin ihmal edilebilir diizeyde idrarla atilabilir. Ancak kreatinin
glomeriiler filtrasyonunun (25mg/kg/giin) derisimi analiz ve renal fonksiyonlar
hakkinda fikir edinilmesini saglar. Bu ginlerde populer bir hile olarak kas
performansini  arttirmak amach kreatin katki diyeti sporcular tarafindan
kullanilmaktadir. Burada amaglanan dokulardaki fosfokreatin degerini biiyiik oranda
arttirmak ve ATP nin rejenarasyonunu hizlandirmak ve bu yolla kas aktivitesinde bir

patlama yaratmaktadir (Culpepprer 1998).
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Sekil 1.9: Kreatinin molekiliin metabolik yolag: (Tietz 1987).

1.11 Tuzlu su Karidesi (Brine-Shrimp Artemia salina L.) Toksisite Testi

Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin biyolojik aktiviteleri

bilesiklerini taramak i¢in gelistirilmis basit biyo-testler, bitki ekstraktlar1 igin bir
kilavuz olarak kullanilabilmektedir. Biyo-testlerin pratik kullaniminda segilecek olan
canli modelin yasam dongiisiiniin herhangi bir asamasinin olast kontaminantlara
kars1 dayanikli olmasi, kolay elde edilebilir olmasi ve kolay kiiltiire edilebilmesi
gerekmektedir (Wells 1999). Bitkisel ilaglarin olasi advers (yan) etkilerinin hizli
sonu¢ veren bir belirteci olarak (Artemia salina) Brine Shrimp Lethality (BSLA)
Assay, uygun bir test yontemidir. Brine shrimp (Artemia salina), kilturtnin kolay
yapilabilmesi, kisa jenerasyon zamani, kozmopolit yayilim ve ticari olarak dormant

yumurtalarmin elde edilebilmesi nedeniyle kisa siireli toksisite testi igin bir test

organizmast olarak popularitesini arttirmistir (Persoone ve dig. 1989).
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BSLA, LCso dizeyinin tespitinde de kullanilan toksisite testlerindendir. Bu
larvalar, giiniimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan 6rneklerin ve bitkisel igeriklerin
sitotoksisitesinin  belirlenmesinde etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Sharififar ve dig. 2009). Ayrica fungal toksinlerin, agir metallerin, cyanobacteria
toksinlerinin, pestisitlerin ve dis hekimliginde kullanilan bazi maddelerin, sitotoksik
etkilerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Artemia salina Crustacea alt subesi,
Branchiopoda sinifi, Anostraca takimina bagli primitif kabuklular arasinda yer alan,
dogada tropik ve iliman bdlgelerde 500’iin {lizerinde dogal ve yapay tuz goliinde
yasayan bir kabuklu tiirtidiir (Sekil 1.12).

Artemia salina larvalari, giiniimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan 6rneklerin
sitotoksisitelerinin tayininde, olduk¢a genis bir sekilde kullanilmaktadir ve toksik
maddelerin in-vivo olarak Artemia salina larvalarina olan oldiiriicii etkisi, hizli ve
basit bir yontem olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina olanak

saglamaktadir (Choudhary ve Thomsen 2001).

Sekil 1.10: Artemia salina ve larva sayimi1

1.12 Antihelmint Aktivite

Helmintler (solucanlar) hicreleri, dokular ve organlar yapmak (zere
Ozellesmis bilateral simetrili kaslar1 c¢izgisiz eklemli eklentileri bulunmayan
hayvanlardir. Annelida, Nematoda, Nematomorfa, Acanthocephala, Plathelminthes
gibi subelere ayrilirlar. Helmintler farkli sinir sistemi ve organlari ile kompleks ¢ok
hiicreli organizmalardir. Insanlar igin patojen olan parazitik helmintler yuvarlak
(nematodlar) ve yass1 kurtlar olarak siniflandirilir. Yassi kurtlar ayrica yapragimsilar

(trematodlar) ve seritler (sestodlar) olmak {izere iki tipe ayrilir (Korkmaz 2006).
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Solucanlar insan ve hayvanlarin viicudunda parazit olarak yasarlar ve bunlarla ilgili
hastaliklara neden olurlar. Sindirim sisteminde bulunan parazitlerin kontrol edilmesi
icin  genellikle antihelmintik ilaglar  kullamilmaktadir ~ (Jackson  1993).
Antihelmintikler solunum yollari, karaciger, goz, kalp, sindirim kanali gibi yerlerde
bulunan i¢ parazitlere etki eden ilaglardir. Bu nedenle dis parazitlere etki eden
ilaglardan farklidir. Parazit nematodlarla savas yontemleri i¢inde kimyasal savasin
uygulamada onemli bir yeri olmasina ragmen, kullanilan sentetik nematisitlerin
yliksek toksisiteleri sebebiyle ¢evre, dogal yasam ve insan sagligina olumsuz etkileri
oldugu belirlenmistir (Stirling 1991). Entomolojik arastirmalar kapsaminda yiiksek
oldiirticii ya da beslenmeyi engelleyici etkide bulunan bazi bitkisel kokenli
maddelerin, nematisit etkilerinin de bulundugu belirlenerek alternatif yontemler
olarak on plana ¢ikmistir. Dogada yetisen bir¢cok bitki, icerdigi zengin biyoaktif
fitokimyasallar sebebiyle, sentetik nematisitlere alternatif potansiyel olarak
digiinilmektedir (Tan 2011). Bitkiler alemi pestisit olarak kullanilabilecek
biyokimyasal yapidaki bircok maddeyi kapsayan zengin bir depo gibidir. Bitkilerdeki
biyokimyasal olaylardan sonra sentezlenen sekonder metabolitler, bitki-zararl
iligkilerinde o6nemli rol oynarlar. Shanker ve Solanki (2000) sekonder
metabolitlerden en o6nemlilerinin alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler,
taninler, saponinler oldugunu belirtmistir. Nematisit etki gosteren temel yaglarin
major kimyasal bilesikleri thymol, carvacrol, pulegone, limonene, anethole, geranial

ve artemisia ketone olarak bilinmektedir (Oka ve dig. 2000).

1.13 Calismanmn Amaci ve Onemi

Giliniimiizde kullanilan ilaglarin ¢ogunun kaynagma bakildiginda bitki
kaynakli oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi bitkilerin yapisinda bulunan
farmakolojik ozelliklere sahip olan bilesikler ve biyoaktif maddelerdir. Bitkilerin
yapisinda glikozit, organik asit, tanen, alkaloit, saponin, kumarin, flavon tirevli
bilesikler tibbi kullanimi olan bilesiklerdir. Bu bilesikler bir¢cok hastaligin sebebi
olan viicuttaki zararli serbest radikalleri etkisiz hale getiren antioksidan 6zellige
sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda bitkilerin yapisinda bulunan ilag hammaddesi olan
birgok biyoaktif madde izole edilmis ve tanimlanmistir. Dogal zenginliklerimizi

kullanarak ¢ok daha ucuza ve kolay olarak kimyasal ham maddeler elde edilebilir ve
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iilkemize Onemli bir ekonomik katki saglanabilir. Bu ¢aligmada; Tiirkiye ve
Kazakistan’da yayilis gdsteren L. martagon turunln etanol, metanol, distile su ve
aseton ekstraktlarinin icermis oldugu fitokimyasal maddeleri belirlenmesi,
antioksidan, enzim, sitotoksik ve antihelmint aktivitelerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu yol ile bu ekstraktlarin tibbi 6nemi ortaya konularak, bu biyolojik
aktiviteleri ile ozelliklerinin ilk kez bu calismayla arastiriliyor olmasi ¢alismanin
Ozgiin degerini arttirmaktadir. Her iki Ulkenin L. martagon tiiriiniin yayilis gostermis
oldugu alanlardan bitki ve toprak ornekleri alinacak, iklim verileri ortaya konularak,

toprak ve iklim kosullarinin aktif bilesenler iizerinde etkisi ortaya ¢ikarilacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Lilium martagon L. ve Toprak Materyalleri

Tez calismasi kapsaminda materyal olarak Tirkiye ve Kazakistan’da yayilis
gosteren Lilium martagon L. geofit tiiriiniin yeralt1 ve yeriistii kisimlar1 Istanbul
havaalan1 (Tiirkiye) ve Semey Tarbagatay il cevresinden (Kazakistan) toplanilip
kullanilmigtir.  Bitki  6rnekleri, Haziran-Temmuz aylarinda toplanip botanik
tanimlama ve adlandirilmasi Tiirkiye Florasi’na (Davis 1984) ve Checklist 2012’
gore yapilmistir. Toprak ornegi alinirken zig-zag hattin kdselerindeki her noktadan V
harfi seklinde 30 cm derinligindeki ¢ukur agilmis, daha sonra bu gukurun bir yiizeyi

dizeltilerek bu yiizeyden 3-4 cm kalinhiginda bir toprak dilimi alinmigtir. Alinan

topraklar bir plastik kovada biriktirilmistir (Kagar 1972).

Tablo 2.1: Bitki materyalinin toplanma lokaliteleri

Rakim

41°14°25.6”N28°43°24.8”E
41°14°18.2”N28°43°32.6"E
41°14'18.8"N 28°43'29.0"E

Ulke Toplandig Lokalite
Tlrkiye Istanbul: Istanbul Havaalani
Kazakistan Semey: Tarbagatay ili

47°58'30.6"N 80°23'40.7"E
47°58'34.8"N 80°23'39.9"E
47°58'34.3"N 80°23'33.4"E

2.1.2 Bitkilerin Kurutulmasi

Cigeklenme donemlerine gore bulunduklar1 bolgelerden toplanan bitkiler
laboratuara getirildikten sonra temizlenmis ve yikanmistir. Temizlenip, yikanan

bitkilerin toprak alt1 ve toprak iistli kistmlar1 ayrildiktan sonra, dogrudan giines 15151

almayan havadar laboratuar ortaminda kurutulmustur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Bitki materyali Lilium martagon L.

2.1.3 Kullamilan Kimyasallar

Bu ¢alismada etanol, metanol, aseton, B-karoten, linoleik asit, polyoksietilen
sorbitan monolaurat (Tween 20), kloroform (CHCIs), Biitillenmis Hidroksi Toluen
(BHT), sulftrik asit (H2SO4), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO.), amonyum
molibdat (NH4)sM07024), deiyonize distile su, l,I-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH),
2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS), potasyum persilfat (K2S20g),
demir-1l-klorir  (FeCly),  3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-distlfonikasit
sodyum tuzu (Ferrozine), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), demir-IlI-klorir
(FeCls), hidroklorik asit (HCI), askorbik asit (CsHsOs), tripiridiltriazin (TPTZ),
troloks  [(£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik  asit],  sodyum
karbonat (Na2COs) Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR), gallik asit, quercetin,
Aliminyum klorir (AICIz), vanilin reaktifi, katesin, Alfazin, Ketamin, asetat

tamponu kimyasallar1 kullanilmistir.
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2.2 YOontemler

2.2.1 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplanan bitkiler golgede, laboratuar ortaminda kurutulduktan sonra yer alti
ve Ustli kisimlar blender ile parcalandiktan sonra c¢alkalamali su banyosunda
(Memmert, SV 1422) 55 °C’ de 6 saat sUresince etanol, metanol, aseton ve distile su
gozuculeri kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bunun igin toplam 200 g kuru bitki
ornegi kullanilmigtir. Ekstraksiyon islemi iki kere tekrarlanmustir. Ekstraksiyonun
ardindan sivi kisim siizge¢ kagidi ile siiziilerek alinmistir. Elde edilen ekstraktlarin
¢ozicl kisimlar: rotary evaporatérde (IKA RV 10D) 45-50 °C’ de uzaklastirildiktan
sonra yapilarindaki su ise liyofilizatérde (Labconco FreeZone) dondurularak

¢ekilmistir (Mammadov 2009). Elde edilen ham ekstraktlar ¢alismalarda kullanilmak

Uzere koyu renkli cam siselere alinarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.2: A. Cozucl ile ekstrakte B. Rotary evaporatdrde ¢dziict ugurma C. Liyofilizatérde

dondurularak su gcekme

2.2.2 Antioksidan Aktivite Analiz Yontemleri

2.2.2.1 p-Karoten/Linoleik Asit Ydntemi

Total antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerin ve ugucu organik bilesiklerinin inhibisyonunun 6lgiilmesine
dayanan B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenmistir (Amin ve Tan 2002). Bu

metod linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest radikal zincir reaksiyonu
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sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan B-karotenin renk ac¢iliminin izlenmesi
temeline dayanir (Wang ve dig. 2006). Reaksiyon mekanizmasi; Bir mililitre (-
karoten ¢ozeltisi (0.2 mg/mL kloroform), 0.02 mL linoleik asit ve 0.2 mL % 100
Tween 20 iceren karisim yuvarlak tabanli bir sisede Karigtirilmistur. Kloroform,
ultrasonik su banyosu cihazi kullanarak buharlastiriimistir. Daha sonra, karigim 100
mL distile su ile seyreltilmistir. Ekstraktlar (1 mg/mL) bu emulsiyonla (24 mL)
karistirildi ve ilk absorbanslar hemen 470 nm'de bir spektrofotometre (Shimadzu
UV-1601, Japon) ile 6lculdu. Tipler 50°C'de inkiibasyona birakilmis ve [3-Karotenin
rengi kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Bu test
sisteminde BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir. TUm testler Uc¢ kere
tekrarlanmistir. Toplam antioksidan aktivite asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmustir:

AA: [1- (Ao-Ay) | (A% — A%)] x 100

Burada Ao &rnegin ilk absorbansi, A: kontroliin ilk absorbansi, A% 6rnegin 120

dksonraki absorbansi, A% kontroliin 120 dk sonraki absorbansidir.

2.2.2.2 Fosfomolibden Yontemi Kullanilarak Toplam Antioksidan
Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem, 06zut varliginda Mo(VI)’'nin Mo(V)’e indirgenmesi sonucunda
asidik pH’larda olusan yesil renkli fosfat-Mo(V) kompleksinin spektrofotometrik
olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir (Prieto ve dig. 1999). igerisinde 3 mL
ekstraktlar (0.2-1.0 mg/mL), bulunan test tuplerine 3.0 ml reaktif ¢ozeltisi (0.6 M
stlfurik asit, 28.0 mM sodyum fosfat ve 4.0 mM amonyum molibdat) ilave
edilmistir. Test tlipleri 95 °C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar
sogutulmus ve kore karst 695 nm’de absorbans degerleri tespit edilmistir.
Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasiteleri standart askorbik asit esdegeri olarak

verilmistir.
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Sekil 2.3: Antioksidan deneylerin yapilmasi

2.2.2.3 DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1I-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Meriga ve dig. 2012). Bu test
yontemi, kararli serbest radikal DPPH’1n elektron veya hidrojen atomlar1 veren
antioksidan kimyasallarin varhiginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi
(temizlenmesi) ile karakteristik, mor rengin acilmasinin spektrofotometrik olarak
belirlenmesi temeline dayanir (Wu ve dig. 2006). 0.004 gr DPPH 100 mL metanol
cozeltisyle karistirilip farkli konsantrasyonlarda (0.2 ila 1.0 mg/mL) ekstraktlar (1
mL) lizerine 4 mL eklenmistir. Oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika
stiresince inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Orneklerin absorbansi
spektrofotometrede 517 nm’de Ol¢iilmiistiir. Standart kontrol olarak BHT
kullanilmigtir. Absorbans degerleri kullanilarak serbest radikal giderim aktivitesi
asagidaki esitlikten faydalanilarak hesaplanmistir:

AA = ((Axontrol —Asrnek) / (Akontror)) % 100
Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak belirlenen 6ziit
derigimlerine kargi grafige gecirilmistir. Bu degerlerden ve DPPH’in kalibrasyon
egrisinden faydalanarak her bir bitki i¢in DPPH serbest radikalinin yarisinin
stiptiriildiigti andaki bitki ekstresi konsantrasyonu ICso degerleri hesaplanmistir. 1Cso

degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters oranti vardir. ICso degeri ne kadar
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dustikse antioksidan aktivite o kadar yuksektir (Burnaz 2007). ICso degerlerinin
bulunmast i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gereklidir. Bu nedenle
calismalarimizda bes veya sekiz konsantrasyonda Olgim yapilmistir. Numunelerin
yeterli miktarda farkli konsantrasyonlar1 hazirlanip; absorbans dl¢timleri yapilir ve
absorbanslar konsantrasyonuna karsi grafige gegirilir. Maksimum absorbansin

yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktari ICso degerini Vverir.

2.2.2.4 ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit) kullanilarak belirlenmistir (Shalaby ve Shanab 2013). ABTS (7mM) ve
potasyum persiilfat (2.45 mM) distile su ile ¢oziilmiistiir ve oda sicakliginda 12-16
saat karanlikta bekletilmistir. Deney zamani absorbans 734 nm'de 0.700 olacak
sekilde etanol ile seyreltilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0.2-1.0 mg/mL)
ekstraktlar (I mg/mL) hazirlandiktan sonra her tiipe 9 mL ABTS c¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra ¢oOzeltilerin absorbanslar1 15 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 734 nm'de okunmustur. Sonuglarin ICso degerleri hesaplanmustir.
Pozitif kontrol olarak askorbik asit kullamilmistir. ABTS katyon radikal giderme

aktivitesi agagidaki fomiile gére hesaplanmistir:

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = ((A kontrol —A 6rnek) / (A kontrol)) x 100

2.2.2.5 Metal Selatlama Kapasitesinin Belirlenmesi

Orneklerin Fe?* iyonlarmni selatlama kapasiteleri Dinis ve ark. (1994)
tarafindan belirtilen yonteme gore tespit edilmistir. Bir mililitre ekstrakt (1 mg/mL),
3.2 mL distile su, (0.1 mL) 2 mM FeCl, ve (0.2 mL) 5 mM ferrozin ilave edilerek
reaksiyon karisimi baslatilmigtir. COzelti karistirilldiktan sonra oda sicakhginda 10
dakika inkibasyona birakilmis ve daha sonra 562 nm’de absorbans oOl¢uimi
yapilmistir. Bu test sisteminde EDTA pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ferrozin-
Fe** kompleks olusumunun yiizde inhibisyonu, asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmaistir:

Metal selatlama kapasitesi (%) = [(A kontrol — A smek) / A kontrot] X 100
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2.2.2.6 Demir (111) Iindirgeme /Antioksidan Kuvvet (FRAP) Kapasitesi

Bitki  ekstraktlarinin  indirgeme giicii  Aktimsek metoduna  gore
degerlendirilmistir (Zengin ve Aktimsek 2014). Ortamdaki indirgen madde Fe**
iyonlarm1 Fe?* iyonlarma indirger ve FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi
rengindeki kompleksin absorbanst Olgiiliir. Yiiksek absorbans degeri yliksek
indirgeme kapasitesinin gostergesidir. Bu amagla 1 mg/mL seklinde ekstraktlar
kullanilmistir. Bu ekstraktan 0.1 mL alinip {lizerine 2 mL FRAP reaktif karisimi
eklenmistir. Reaktif karigimi 10:1:1 oraninda asetat tamponu (0,3 M pH 3,6), 40 mM
HCI icinde 10 mM TPTZ ve 20mM FeCls igerir. Bu sekilde hazirlanan tiipler 30 dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve absorbanslari 593 nm'de okunmustur. Standart
kontrol olarak troloks esdegeri kullanilmistir.

Absorbans=0,1731troloks (mg/g) + 0,2345 (R2 = 0,9993)

1.2 -
g1
c
8038 -
T
2 0.6 -
3
s 04 - y =0.1731x + 0.2345
8 R2=0.9993
<02 -

0
10 20 30 40 50
Troloks (mg/g)

Sekil 2.4: Troloks kalibrasyon grafigi

2.2.3 Sekonder Metabolit Miktar Tayini

2.2.3.1 Folin-Ciocalteu Ayiwraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Miktar:

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asite esdeger olarak (mg/mL GAE) belirlenmistir (Slinkard ve

Singleton 1977). Metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik
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bilesiklerin folin reaktifiyle alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Olusan mor menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans
olusturur. Bu metota gore, 1 mg ekstrakt 1 mL metanolde ¢o6zilmdistur. 46 mL distile
su ve 1 mL FCR ekstrakt ile karistirildiktan 3 dk. sonra %2’lik Na,CO3s’dan 3 mL
eklenmistir. 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilip periyodik
araliklarla  ¢alkalanmigtir.  Siire sonunda ¢ozeltilerin  absorbanslart UV
Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak toplam fenolik madde miktarlari; gallik
asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden sonuglar gallik asit esdegerini (mg/GAE mL

ekstrakt) kullanarak hesaplanmustir.

Absorbans=0.005 gallik asit (mg/mL)+0.0266 (R?= 0,997)

1.4
12
£
S 1
o
[{e]
=0.8
e
< 0.6 y = 0,005x + 0,0266
S 0.4 R = 0,997
o)
<02
0 L
0 50 100 150 200 250 300
.Gallik asit (mg/mL)

Sekil 2.5: Gallik asit kalibrasyon grafigi

2.2.3.2 Toplam Flavonoid Madde Miktari

Ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand ve dig.
(1994) tarafindan belirlenen yontem kullanilarak quercetin’e esdeger olarak olarak
belirlenmistir. Igerisinde 1.0 mL 6zit ¢ozeltisi (2.0 mg/mL) bulunan test tiiplerine %
2.0’lik 1 mL metanolde hazirlanmig AICI3 ¢ozeltisi ilave edilip oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyona birakilmistir. Kor 6rnek 1.0 mL 6ziit ¢ozeltisi (2.0 mg/mL) ve
1.0 mL metanol icermektedir. Absorbans 6lcumleri 415 nm’de gerceklestirilmistir.

Sonugta ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerikleri kuersetine esdeger
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(mgQE/g) olarak verilmistir. Oziitlerin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 standart

quercetin grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans= 0.058 quercetin (mgQE/g)+ 0.0516 (R?: 0.995)

1.6
=14
c 12
=
< 1
% 0.8
Q 0.6
S04 y = 0.0058x + 0.0516
o 2 =
<02 Rz =0.995

0 *
0 50 100 150 200 250 300
® quercetin (mg/g)

Sekil 2.6: Quercetin kalibrasyon grafigi

2.2.3.3 Toplam Tanen Miktar

Ekstraktlarin toplam tanen bilesik miktarlar1 Bekir (2013) tarafindan
belirlenen vanilin yontemi kullanilarak katesin’e esdeger olarak olarak belirlenmistir.
Test tiiplerine konulan ekstraktlar (0.5 mL) buzda 1.5 mL vanilin reaktifi (7M H2S04
igerisinde %1 vanilin) ile karistirilmistir. Daha sonra karisim, oda sicakliginda 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Soliisyon absorbanslari 500 nm'de olgiilmiistiir.
Tanen igerigi, katesin esdegeri (mgCE/g) olarak ifade edilmistir. Ozitlerin toplam
tanen bilesik miktarlar1 standart katesin grafiginden elde edilen asagidaki esitlik
kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans=0.0262 katesin (mgCE/g) + 0.0341 (R2 = 0.9996)
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Sekil 2.7: Katesin kalibrasyon grafigi

2.2.4 Bitki Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizi

Kromatografi biri sabit digeri hareketli olmak tizere iki farkli faz arasinda
karisimdaki maddelerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerine bagli olarak ayrilmasi
teknigidir. Yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), en yaygin olarak
kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir (Tomruk 2005). Bitki ekstraklarindaki
fenolik madde analizleri HPLC kullanilarak Gomes ve dig. (2006)’ne gore tespit
edilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC analizi i¢in 6ncelikle 15 farkli fenolik bilesikler
standardinin ayr1 ayr1 kalibrasyon grafigi ¢izilerek analiz metodu gelistirilmistir.
Orneklere ait kromatogramlar iizerindeki piklerin hangi fenolik bilesige ait oldugu
esas olarak standart fenolik maddelerin gelis zamanlar1 ile Kkarsilastirilarak
belirlenmistir.

Kullanilan standart fenolik maddeler: Gallik asit, 3,4-dihidroksi benzoik
asit, 4-hidroksi benzoik asit, 2,5-dihidroksi benzoik asit, klorojenik Asit, vanilik Asit,
kafeik Asit, epikatesin, P-kumarik Asit, ferulik Asit, rutin, ellajik asit, naringin,
kuersetin ve sinamik Asit. HPLC’de fenolik bilesik analizleri Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Laboratuari’nda hizmet alimi ile yaptirilmigtir. HPLC ile ilgili
kosullar asagida sunulmustur:

CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A) (280 nm dalga boyunda galigilmustir)
Kolon Firimi: CTO-10ASVp

Pompa: LC20-AT
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Autosampler: SIL- 20ACHT

Bilgisayar Programi: LC Solution

Mobil Faz (Hareketli faz): A: %3 Formik asit B: Metanol (HPLC analizinde Gomes
ve dig., (2006)’nun metodu modifiye edilerek kullanilmigtir; 0.2 g numune tartilmus,
Mobil fazda ¢ozilmiis, 0,45 pum filtreden gegirilip HPLC sistemine enjekte

edilmistir.

2.2.5 Toprak ve Bitki Orneklerinin Analizi

Lilium martagon tiriine ait toprak ve bitki Orneklerinin analizi Doktolab
tarimsal laboratuvarinda hizmet alimi ile yaptirilmistir. Elde edilen sonuglar

tarafimizdan istatistiksel olarak hesaplanip degerlendirilmistir.

2.2.6 Tuzlu Su Karidesi (Brine shrimp-Artemia Salina) Yontemi ile

Toksisite Belirlenmesi

Tuzlu su karidesi-Brine shrimp toksisite testi, LCso (test edilen populasyonun
yarisint 6ldiirmek i¢in gereken doz) diizeyinin tespitinde de kullanilan toksisite
testlerindendir. Artemia salina larvalari, giinlimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan
orneklerin ve bitkisel iceriklerin sitotoksisitesinin belirlenmesinde etkili bir yontem
olarak kullanilmaktadir (Sharififar ve dig. 2009). Deney, bes farkli bitki ekstrakti
konsantrasyonda (100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mL) yapilmistir. A. salina
yumurtalar1, igerisinde 2 litre yapay deniz suyu bulunan 5 litre hacmindeki plastik,
seffaf, agz1 agik bir tank igerisine 2 g tartilarak serpilmistir. Tank icerisindeki yapay
deniz suyu, cift cikishh bir hava motoru ile c¢ift hortum kullanilarak siirekli
havalandirilmigtir. Ayrica, tank igerisindeki su sicakligi 28°C sabit olacak sekilde
termostat ile 1sitilmistir. Tank, masa {istii bir 151k kaynaginin yaninda yaklasik 24 saat
stire ile aydinlikta birakilarak A. salina larvalarinin (nauplii) yumurtalardan ¢ikmasi
beklenmistir. A. salina larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra 1518in yogun oldugu
bolgeye dogru su igerisinde go¢ etmektedir (Choudhary ve Thomsen 2001). A. salina
larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra pastor pipet yardimiyla 10 adet se¢ilmis ve 4.5
mL deniz suyu iceren deney tiplerine alinmigtir. Her bir tiipe 0.5 mL bitki ekstrakti

da eklendikten sonra nauplii’ler 1s1ik altinda ve oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
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Isik altinda gecen 24 saat sonunda bir biiylite¢ yardimiyla canli ve olii (hareketsiz
olmalarina gore 6lii olarak tanimlanmistir) larvalarin adedi sayilmistir. Bitki ekstrakti
olmayan, masa istii bir 151k kaynaginin yaninda yaklasik 24 saat siire ile aydinlikta
birakilarak larvalarinin (kontrol grubu) diizenekteki yasayan nauplii’ler ile deney
grubu Karsilagtirllmistir. Biitiin uygulamalar igin % O6liim oranlar1 hesaplanmistir ve
LCso degerlerinin tespit edilmesinde EPA Probit Analiz Programi (Version 1.5)

kullanilmistir.

2.2.7 Sican (Rattus norvegicus) Kullanilarak Elde Edilen Biyokimyasal

Parametreler

Bitki Orneklerinin distile su ekstraktlarimin % 0.5’lik ve % 1.0’lik
konsantrasyonlarda yeralti ve yeriistii ¢ozeltileri hazirlanarak deney siganlarina
(Rattus norvegicus) verilmistir. Bu amagla 9 grup olusturulmus ve her grupta 5 sigan
olacak sekilde deneyde toplam 45 si¢an kullanilmigtir. Bir grup kontrol, diger 8 grup
ise deney grubu olarak diizenlenmistir. Bitki ekstraktlar1 siganlarin igtikleri suya

ilave olarak verilmistir.

Gruplar
Grup 1: Kontrol grubu A: Fizyolojik su verilmistir.

Grup 2: Tirkiye 6rnegi yeralt1 ekstrakt1 % 0.5 konsantrasyonda soltisyon
Grup 3: Tirkiye 6rnegi yeralt1 ekstrakt1 % 1.0 konsantrasyonda soliisyon
Grup 4: Tirkiye 6rnegi yeristii ekstrakti % 0.5 konsantrasyonda soltisyon
Grup 5: Tirkiye 6rnegi yeriistii ekstrakti % 1.0 konsantrasyonda soliisyon
Grup 6: Kazakistan 6rnegi yeralti ekstrakti1 % 0.5 konsantrasyonda soluisyon
Grup 7: Kazakistan 6rnegi yeralti ekstrakt1 % 1.0 konsantrasyonda soltisyon
Grup 8: Kazakistan ornegi yeriistii ekstrakt1 % 0.5 konsantrasyonda soltisyon
Grup 9: Kazakistan 6rnegi yeriistii ekstrakt1 % 1.0 konsantrasyonda soliisyon

Siganlardan kan alma islemi solUsyonlar igirilmeye baslamadan 0Once,
icirilmeye baslandiktan 15.giin ve 30. glin sonunda olmak uUzere U¢ kez

tekrarlanmistir. Sicanlara yapilan cerrahi miidahale 6ncesi hepsinin ayni tiir ve 300-
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340 gr agirliginda olmasina 6zen gosterilmistir. Anestezik olarak Alfazin (50 ml) ve
Ketamin (10 mL) kullanilmstir. 40cc Ketamin ve 60cc Xylazine (Alfazine) bir
enjektore c¢ekilerek karistinlmigtir. Her bir sicana hazirlanan karisimdan
intraperitoneal (p) bolgesindenden enjektorle 30cc anestezik madde verilmistir.
Sicanlarda anestezikler etkisini gosterene kadar beklenmis kardiyaktan enjektor
yardimiyla 10 cc kan alinmistir ve santrifiij edilmistir. Alinan serum test edilinceye
kadar -20 °C de saklanmigtir. Serumda; karaciger enzimlerinin belirleyici degerlerini
bulmak igin Izmir’de yer alan 6zel bir Laboratuvarda Alanin amino transferaz

(ALT), Alkalen fosfataz (ALP), ayrica Kreatinin degerleri tespit ettirilmistir.

ALT, L-alanin ile 2-Oksoglutarat arasindaki reaksiyonu katalizler. Uretilen
piruvat laktat dehidrogenaz (LDH) ve Nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)
tarafindan laktat indirgenir. Fotometrik olarak 6lgtilen NADH konsantrasyonundaki
diisiis orani, numune i¢inde mevcut ALT katalitik konsantrasyonu ile orantilidir.
Dalga boyu 340 nm’de absorbans diismesi ile takip edilir. Bu metod IFCC’ye (2002)
gore yapilmstir.

ALP alkali kosullar altinda 4-nitrofenol ve inorganik fosfatin hidrolizini
katalizler. Fotometrik olarak 6Olculen 4-nitrofenol olusum hizi, numunede bulunan
alkalin fosfatazin katalitik konsantrasyonu ile orantilidir. Reaksiyon silreci enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak 405 nm’de Ol¢iimii yapilir. Bu metod IFCC’ye
(2002) gore yapilmstir.

Ilk reaksiyonda, kataliz ile elimine edilen hidrojen peroksit iiretmek iizere
endojen kreatinin enzimatik hidrolizinde, kreatinaz ve sarkozin oksidaz
kullanilmaktadir. Kreatininaz ile kreatinden Uretilen kareatinin, hidrojen peroksit
iretmek icin kreatinaz ve sarkosin oksidaz ile hidrolize edilir. Bu yeni olusan
hidrojen peroksit, kromojen olarak N-ethyl-n-sulphopropyl-mtoluidine (TOPS)/4-AA
ile perosidaz tarafindan katalize edilen birlesik reaksiyonda dl¢iilmiistiir. Olusan renk

yogunlugu 546 nm’de takip edilmistir.
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Sekil 2.8: A. Deney hayvanlar1 B. Hayvandan kan alma iglemi

2.2.8 Antihelmint Aktivitesinin Belirlenmesi

Antihelmint aktivite deneyi Dask ve ark. (2010)’nin belirledigi yonteme gore
kiiciik degisikliklerle yapilmistir. Deneyler i¢in helmint (nematod) ornegi olan
Tubifex tubifex (Annelida) secilmistir. Insanlarda bagirsaklarda yasayan yuvarlak
kurt parazitine anatomik ve fizyolojik olarak benzerlik gostermektedir. Ayrica elde
edilmesi oldukc¢a kolay olmaktadir. Bunun i¢in helmint 6rnekleri lokal marketlerden
hazir olarak satin alinmistir. Ortalama biiytikliikkleri 1-2 cm arasinda degismektedir.
Deney proseduri olarak drneklerin metanol ekstraktlarinin distile su icinde dort
farkli konsantrasyonda 20 mL olacak sekilde (5, 10, 20 ve 30 mg/mL) petri kaplarina
konulmustur ve 6’ sar adet helmint canli olarak petri kaplarina eklenmistir. Kontrol
olarak albendazol kullanilmistir. Negatif kontrol olarak distile su kullanilmigtir. Daha
sonra siire tutularak paraliz ve 6liim zamani1 dakika olarak kaydedilmistir. Paraliz
zaman1 higbir hareket gozlenmediginde; Olim zamam ise petri kaplar
calkalandginda higbir hareket olmaksizin ve nematodlarin renkleri soldugu zaman

kaydedilmistir.
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Sekil 2.9: Helmint 6rneklerinin gruplandiriimasi

2.2.9 istatistik Hesaplamalar

Tum analizler ¢ paralel testin ortalamasi ve standart sapmasi = SE (standart
hata) olarak verilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi MINITAB Istatistik
Paketi programi kullanilarak ANOVA Varyans Analizleri yardimiyla Tukey testiyle
yapilmistir. P degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu durumlar anlamli olarak kabul
edilmistir (P <0.05).
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3. BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivite Tayini Bulgular:

3.1.1 Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

B-Karoten-linoleik asit sistemi yontemi, emilsiyondaki linoleik asit
oksidasyonu sonucu olusan serbest radikallerin -karoten’le reaksiyonundan olusan
sarl rengin zaman icerisinde kaybolmasimna dayanmaktadir. Antioksidan varlig
rengin agilmasini 6nlemektedir (Kulisic 2004). B-karoten lineolik asit sisteminde test
stresi 120 dakika boyunca sari rengin solmasini Onlenmesi yiiksek potansiyel
antioksidan varhigimi gostermektedir. Bu yontemle bitki tirlinin etanol, metanol,
aseton ve distile su estraktlarinin toplam antioksidan aktiviteleri 6lgilup, sentetik

antioksidan olan BHT nin antioksidan aktiviteleri ile karsilastirilmistir.

Tablo 3.1: Ekstraktlarin B-karoten/Linoleik asit testinde antioksidan aktiviteleri (%)

Ulke Antioksidan Aktivite (%)
Ekstrakt Metanol Etanol Aseton Distile Su
Tarkiye Yeralti | 99.28+0.77 | 88.64+0.35 | 85.55+7.95 | 80.59+0.15
Yerustl | 82.00+0.31 | 73.74+0.07 | 48.07+0.09 | 78.73+0.75
) Yeralti | 95.90+1.45 | 96.29+0.09 | 93.81+0.23 | 90.31+0.25

Kazakistan

Yerustd | 71.91+0.07 | 66.12+0.84 | 56.64+0.09 | 49.84+0.84
BHT 96.84 +0.21 | 98.73+0.02 | 95.62+0.01 | 98.86+0.02

Yukaridaki tablo incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite L.martagon’
un Turkiye orneklerinin yeralti metanol ekstraktlarinda (%99.28+0.77), en disiik
antioksidan aktivite ise Turkiye orneklerinin yerlsti aseton ekstraktlarinda

(%48.07+0.09) goriilmiistiir.
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Sekil 3.1: L.martagon ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri (%)

Yapilan [-karoten linoleik asit emdlsiyon sistemi yonteminde bitki
ekstraktlarinin metanol ¢ozlculeri diger ¢oziiciilere gore daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug¢ bize metanol daha yiiksek antioksidan
molekiil icerdigi yonde fikir verir. Bitki ekstraktlarinin yer alti kisimlarinin daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi Sekil 3.1° gériilmektedir. Ulkeler arasi
orneklerin  toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirlldiginda ise metanol
¢ozucusiinde en yilksek antioksidan aktivite Tiirkiye yer alt1 (%99.28+0.77), etanol
¢oziiclisiinde Kazakistan yer alt1 (%96.29+0.09), aseton ¢ozicusiinde Kazakistan yer
alt1 (%93.81+0.23), distile su ¢ozlclsunde ise Kazakistan yer alti (%90.31£0.25)
ekstraktlarinda tespit edilmistir.

3.1.2 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Bu metotun temeli hidrojen veren gruplara sahip antioksidan maddelerin
DPPH radikalini indirgemesine dayanmaktadir. DPPH radikali uzun 6miirlii bir azot
radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirtmek icin en
stk kullamilan bilesiklerdendir (Ozgelik ve dig. 2003). Bu metotta DPPH radikalinin
indirgenmeden Once rengi koyu mor olup antioksidan maddeler tarafindan
indirgendiginde ise agik pembemsi renge donmektedir. Bu da DPPH radikalinin
indirgenip difenil-pikrilhidrazine doniistigiini gosterir. Bu metotun temeli hidrojen

veren guruplara sahip antioksidan maddelerin DPPH radikalini indirgemesine
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dayanmaktadir. DPPH molekiilii 517 nm’de yiiksek absorbsiyon vermekte iken,
indirgendigi zaman antioksidan madde miktarina bagli olarak absorbsiyonda diizenli
bir azalma meydana gelir. Radikal gideren antioksidan veya antiradikal tirlerin (AH)
varliginda DPPH radikali DPPH-H formuna dénmiistiir. iki iilke bitkilerinden
hazirlanan etanol, metanol, aseton ve distile su ekstrelerinin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi yontemine gore antioksidan aktiviteleri bes farkli konsantrasyonda
(200, 400, 600, 800 ve 1000 mg/mL) belirlenmistir. Bu c¢alismada ekstraktlar
arasinda en yiiksek DPPH serbest radikal giderim kapasitesine sahip Tiirkiye yer iistii
etanol ekstraktinda 1000 mg/mL konsantrasyonda (%94.08+0.05), en diisiik serbest
radikal giderim aktivitesi Kazakistan yeralti dH>O ekstraktinda 200 mg/mL
konsantrasyonda (%3.52+0.43) g6zlenmistir.

Tablo 3.2: Metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

. 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralti 5.31+0.77 | 10.98+0.04 | 16.53+0.06 | 23.48+0.12 | 28.98+0.21
urkiye
y Yerustd | 30.33+0.21 | 47.00+£0.21 | 64.22+0.09 | 79.10+0.30 | 91.36+0.03
] Yeralt1 5.64+0.34 | 7.99+0.02 | 10.57+0.04 | 13.25+0.05 | 16.33+0.12
Kazakistan
Yerustt | 23.63+0.41 | 36.65+0.61 | 45.74+0.13 | 56.18+0.03 | 64.04+0.15
BHT 55.20+0.03 | 67.47+0.01 | 79.34+0.05 | 87.76+0.03 | 97.50+0.04
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Sekil 3.2: Metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan
1000 mg/mL

konsantrasyonunda caligilan Orneklerin metanollt ekstraktlar1 igerisinde Tdurkiye

derisim diizeylerine bagli olarak aktivitede artis gozlenmistir.
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yerustl (%91.36+£0.03) en yuksek aktiviteye sahip iken Kazakistan yeralti

(%16.33+0.12) en diistk aktiviteye sahiptir.

Tablo 3.3: Etanol ekstraktlarmin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

. 2 4 1
Olke Ekstrakt 00 00 600 800 000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Yeraln | 9:8720.32 | 13.69+0.23 | 19.81+0.09 | 24.78+0.32 | 28.68+0.05
Turki
UK ™ ertsta | 34.73£0.04 | 53.46:0.31 | 68.8720.05 | 87.670.35 | 94.08+0.05
Yeraln | 5.620.06 | 11.85:0.05 | 16.330.10 | 18.40+0.04 | 22.38+0.09
Kazakistan
Yeristii | 24.65£0.41 | 32.82+0.06 | 36.98+0.32 | 48.54+0.05 | 53.42+0.04
BHT 83.68+0.02 | 84.95+0.02 | 85.75+0.04 | 90.87+0.03 | 95.54+0.02
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Sekil 3.3: Etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan
derisim diizeylerine baglh olarak aktivitede artis gozlenmistir. 1000 mg/mL
konsantrasyonunda caligilan orneklerin etanol ekstraktlar1 i¢erisinde Turkiye yeristu
(%94.08+0.05) en yiksek aktiviteye sahip iken Kazakistan yeralt1 (%22.38+0.09) en

diisiik aktiviteye sahiptir.
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Tablo 3.4: Aseton ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

. 2 4 1
Olke Ekstrakt 00 00 600 800 000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
o Yeralt: | 27.92+0.05 | 41.48+0.43 | 56.16+0.32 | 71.09+0.09 | 78.53+0.02
Turkiye i | 43.02%0.06 | 66.39£0.31 | 76.03£031 | 79.97%0.05 | 84.78£0.10
Yeralt: | 22.33%0.10 | 31.92+0.31 | 41.68+0.04 | 51.02+0.04 | 55.98+0.21
Kazakistan
Yerustii | 29.5610.21 | 42.53+0.04 | 54.33+0.05 | 65.630.03 | 74.02+0.23
BHT 49.70+0.03 | 65.47+0.05 | 70.23+0.04 | 75.78+0.02 | 88.75+0.04
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Sekil 3.4: Aseton ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan

derisim diizeylerine bagli olarak aktivitede artis gozlenmistir.

1000 mg/mL

konsantrasyonunda ¢alisilan drneklerin aseton ekstraktlari icerisinde Tlrkiye yerUsti

(%84.78+0.10) en ylksek aktiviteye sahip iken Kazakistan yeralt1 (%55.98+0.21) en

diisiik aktiviteye sahiptir.

Tablo 3.5: Distile Su ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

ke | Erstraxt | 20 400 600 800 1000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
_ Yeralt | 8.15£0.05 | 10.46041 | 11.77+032 | 14.4420.06 | 15.450.02
Turkiye [ 37.19%0.00 | 50.1520.10 | 6593+0.31 | 79.0920.12 | 85.02£0.21
Yerals | 352043 | 4755023 | 6.6720.04 | 8.62:0.07 | 10.46:0.03

Kazakistan
Vertsti | 40.6120.51 | 54.5620.32 | 66.780.36 | 81.1020.09 | 85.66£0.10
BHT 84.56:0.03 | 86.84:0.05 | 88.3420.04 | 93.45:0.03 | 94.02%0.03
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Sekil 3.5: Distile Su ekstraktlarimin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan
derisim diizeylerine bagl olarak aktivitede artis gozlenmistir. 1000 mg/mL
konsantrasyonunda c¢aligilan 6rneklerin distile su ekstraktlar1 icerisinde Kazakistan
yeristl (%85.66+0.10) en vyiksek aktiviteye sahip iken Kazakistan yeralti
(%10.4620.03) en diisiik aktiviteye sahiptir.

Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin %350’sinin yok edilmesi i¢in
gereken etkili antioksidan konsantrasyonu 1Csp degeri olarak tanimlanir ve diisiik
ICs0 degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Calismada kullanilan
bitki ekstraktlarinin her biri igin ayr1 ayr1 gizilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafiklerinden 1Cso degerleri belirlendi. Elde edilen degerler asagidaki tabloda verildi
(Tablo 3.6). Diisiik ICsp degeri yiiksek antioksidan aktivitenin gostergesidir.

Tablo 3.6: Ekstraktlara ait ICso degerleri (mg/mL)

Ulke Ekstrakt Metanol Etanol Aseton Distile su
Yeralti 1638.24+0.05 | 1859.12+0.08 445.41+0.08 4689.39+0.12

Turkiye —
Yerustu 375.33+0.03 325.44+0.06 245.82+0.05 336.01+0.11
Yeralti 3551.89+0.10 | 2351.81+0.14 811.13+0.03 5478.90+0.09

Kazakistan —
Yerustu 631.44+0.09 893.31+0.12 463.74+0.06 300.53+0.02
BHT 0.020+0.001 0.025+0.03 0.036+0.0.04 0.015+0.02

Calisilan oOrneklerin  metanollii ekstraktlar1 icerisinde Turkiye yerustl

(375.33+0.03mg/mL) en yiksek antiradikal aktiviteye sahip iken, etanolli

57



ekstraktlar: icerisinde Turkiye yeristi (325.44+0.06mg/mL), aseton ekstraktlar
icerisinde Turkiye yerustl (245.82+0.05mg/mL), distile su ekstraktlar1 icerisinde ise
Kazakistan yeristl (300.53+0.02mg/mL) en ylksek antiradikal aktiviteye sahiptir.

3.1.3 ABTS Radikal Katyonu (ABTSe+) Giderme Aktivitesi

ABTS + giderme aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi sulu
karigimlarin, radikal

aktivitelerinde siklikla kullanilan bir metottur. ABTS metodu 2,2°-Azino-bis (3-

iceceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin giderme
etilbenzenotiyazolin-6-siilfonik asid) diamonyum tuzu gibi bir bilesigin ortamdan
yok edilmesine, bir bagka deyisle inhibisyonuna dayali bir antioksidan kapasite

belirleme yontemidir.

Ekstrelerin katyon radikali giderim aktivitesi yontemine gore antioksidan
aktiviteleri farkli konsantrasyonlarda (200, 400, 600, 800 ve 1000 mg/mL)
belirlenmistir. Katyon radikali giderim aktivitesi en yulksek ekstre %99.14+0.32

inhibisyon ile Tiirkiye yeriistii etanol ekstrakt1 olarak belirlenmistir.

Tablo 3.7: Metanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

Ulke | Ekstrakt | 20 400 600 800 1000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
. Yeralt1 | 14.03+0.02 | 19.72+0.32 | 30.94+0.13 | 42.4620.32 | 53.62+0.23
Triaye verustu | 33.1#0.09 | 57.42+0.23 | 77.84+0.14 | 93.53+0.08 | 97.35+0.33
Yeraln | 8:42+0.03 | 16.06+0.09 | 23.74+0.23 | 30.77+0.06 | 37.25+0.09
Kazakistan
Yerustu | 30.34%0.12 | 48.43+0.04 | 62.42+0.32 | 68.86+0.12 | 91.76+0.00
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Sekil 3.6: Metanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)
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ABTS

radikali

giderme

aktivitesi

yoniinden

metanol

ekstraktlari

incelendiginde; 200-100 mg/mL konsantrasyon araligindaki oziitler arasinda katyon

radikal

giderim

aktivitesi en

yuksek  Turkiye

yerustl

(%697.35+0.33)

ekstraktlarindan, en diisiik radikal giderim aktivitesi ise Kazakistan yeralti
(%37.25+0.09) ekstraktlarindan elde edilmistir.

Tablo 3.8: Etanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

i} 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL mg/mL
- Yeralti | 17.67£0.09 | 25.93+0.09 | 37.57+0.10 | 47.93+0.33 | 53.62+0.44

Turkiye Yerusti | 44.0580.23 | 78.14+0.22 | 93.57+0.03 | 97.41+0.43 | 99.14+0.32
Yeral: | 6.86+0.32 | 11.96+0.31 | 17.19+0.34 | 22.66+0.09 | 27.59+0.12
Kazakistan
Yerustii | 31.49+0.08 | 44.64+0.06 | 60.31+0.43 | 75.72+0.12 | 85.91+0.04
EQ/ 100 -
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Sekil 3.7: Etanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

Etanol ekstraktlarinin katyon radikal giderim aktivitesi incelendiginde;10-40
mg/mL konsantrasyon araligindaki ekstraktlar arasinda katyon radikal giderim
aktivitesi en yuksek Turkiye yerustu (%99.14+0.32) ekstraktindan, en diisiik radikal
giderim aktivitesi ise Kazakistan yeralt1 (%27.59+0.12) ekstraktindan elde edilmistir.

Tablo 3.9: Aseton ekstraktlarimn ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

- 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralt 55.3240.06 | 80.07+0.05 | 92.31+0.06 | 96.11+0.08 | 97.98+0.09
urkiye
Y Yerdsti | 51.93+0.12 | 82.11+0.09 | 96.57+£0.02 | 97.73+0.04 | 98.89+0.22
Yeralt 30.06£0.03 | 55.80+0.05 | 80.92+0.09 | 89.25+0.09 | 97.99+0.03
Kazakistan
Yeristi | 34.45+0.33 | 49.89+0.03 | 68.07+£0.09 | 74.78+0.12 | 86.31+0.03
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Sekil 3.8: Aseton ekstraktlarimin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

Aseton ekstraktlarinin katyon radikal giderim aktivitesi incelendiginde;10-40
mg/mL konsantrasyon araligindaki ekstraktlar arasinda katyon radikal giderim
aktivitesi en ylksek Turkiye yerustl (%98.89+0.22) ekstraktindan, en diisiik radikal
(%86.31+0.03) ekstraktindan elde

giderim aktivitesi ise Kazakistan yeristu

edilmistir.

Tablo 3.10: Distile Su ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

. 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralt1 7.347£0.09 | 11.42+0.12 | 16.13+£0.13 | 20.59+£0.04 | 28.01+0.02
urkiye
y Yerusti 36.30£0.03 | 69.23+£0.09 | 88.83+£0.04 | 94.86+£0.08 | 97.22+0.03
Yeralt1 15.58+0.12 | 30.29+0.18 | 40.00+0.14 | 52.98+0.18 | 63.51+0.16
Kazakistan
Yerusti 24.70£0.04 | 41.93£0.08 | 55.60+0.09 | 68.73£0.12 | 82.67+0.08
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Sekil 3.9: Distile Su ekstraktlarimin ABTS radikal katyonu giderim aktivitesi (%)

Distile su ekstraktlarinin katyon radikal giderim aktivitesi incelendiginde;10-
40 mg/mL konsantrasyon araligindaki ekstraktlar arasinda katyon radikal giderim
aktivitesi en yuksek Turkiye yeristu (%97.22+0.03) ekstraktindan, en diisiik radikal
giderim aktivitesi ise Tiirkiye yeralt1 (%28.01+0.02) ekstraktindan elde edilmistir.

Tablo 3.11: Ekstraktlara ait 1Cso degerleri (mg/mL)

Ulke Ekstrakt Metanol Etanol Aseton Distile su
Yeralti 949.21+0.05 886.86+0.08 147.42+0.06 1920.23+0.06

Turkiye —
Yerustu 309.03+0.04 206.64+0.06 174.30+0.03 258.74+0.02
Yeralti 1338.32+0.09 | 1856.01+0.03 322.66+0.04 724.95+0.01

Kazakistan —
Yerustu 387.71+ 0.04 392.83+0.05 345.26+0.05 472.71+0.02

Tablo 3.11° e gore calisilan ekstraktlar iginde en diisiik ICso degeri ile

metanolll ekstraktlar1 icerisinde Turkiye yerustl (309.03+0.04 mg/mL) en yiksek

antiradikal aktiviteye sahip iken, etanollli ekstraktlar: icerisinde Turkiye yerusti
(206.64+0.06mg/mL),

(147.42+0.06mg/mL),

aseton

distile su ekstraktlar

ekstraktlari

icerisinde

icerisinde

(258.74+0.02 mg/mL) en yuksek antiradikal aktiviteye sahiptir.
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3.1.4 Metal Selatlama Kapasitesi

Gegis metalleri arasinda demir yiliksek reaktivitesinden dolayr lipitleri
oksitleyen en Onemli oksitleyici metal olarak bilinir. Geg¢is metallerinin radikal
olusum mekanizmalarint Fenton ve Haber-Wiess tepkimeleriyle bilinmektedir.
Dolayisiyla antioksidan aktivite analizleri yapilirken ilgili tiirlerin metal selatlama
kapasitelerinin de belirlenmesi rutin olarak yapilan testler arasinda yer almaktadir.
Bu baglamda literatiirde siklikla Fe(Il) iyonlart ya da kismen Cu(Il) iyonlar
selatlama kapasiteleri testlerine rastlanmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada da metal
selatlama kapasitesine yonelik Orneklerin ¢ozuctu ozitlerinin Fe(ll) iyonlarin

selatlama kapasiteleri arastirildi.

Metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki ekstraktlarinin ¢ozeltideki Fe2+
iyonlarint baglayabilmek i¢in ferrozin ile yarismasina gore degerlendirildi. Bu test
sisteminde oOrnekler icerisindeki selatlayict ajanlarin Fe(II) iyonlar1 ile ferrozin
arasinda olusan kompleksi ne kadar engelleyip engellemedigi ve bunun da
spektroskopik olarak takip edilmesi bu test sisteminin temelini olusturmaktadir.
Metal selatlayici ajanlarin varliginda ferrozin-metal kompleksi olusmaz. Dolayisiyla
562 nm'de absorbansta meydana gelen azalma metal selasyonunun gostergesidir.
Oziitlerinin serbest radikal giderim aktiviteleri ferrozin radikali kullanilarak metal
selatlama yontemi ile belirlenmis ve bes farkli derisimdeki tim &zltlerinin serbest

radikal giderim aktiviteleri tespit edilmistir.

Tablo 3.12: Metanol ekstraktlarinin % metal selatlama kapasiteleri

- 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralti 31.76£2.35 | 21.56£1.26 | 29.95+4.60 | 22.47+£0.73 | 21.87+£2.79
urkiye
y Yerusti 30.35£2.86 | 25.99+£1.08 | 33.56£1.28 | 28.94+1.73 | 28.04+0.77
Yeralti 53.75+£3.72 | 47.47£2.93 | 49.884£0.70 | 51.86£1.25 | 48.10+£2.13
Kazakistan
Yerusti 13.47+£0.30 | 11.02+0.50 | 10.58+0.03 | 13.22+1.22 | 15.40+0.22
EDTA 55+0.07 83.03£0.09 | 86.04+0.12 | 89.03+0.10 | 91.09+0.08
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Sekil 3.10: Metanol ekstraktlarinin % metal selatlama kapasiteleri

Metanol ekstraktlar1 arasinda en yiiksek metal selatlama oranimi1 Kazakistan

yeraltt ekstraktt (%53.75+£3.72) gosterirken, en diisiik oran Kazakistan yerUsti

ekstraktinda (%10.58+0.03) gbzlenmistir.

Tablo 3.13: Etanol ekstraktinin % metal selatlama kapasiteleri

ke | Erstrake | 290 400 600 800 1000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Yeralts | 27.8120.12 | 30.07+1.91 | 24.65:3.06 | 21.69:2.23 | 18.29%3.78
Uk
UK ™ eristy | 32.60£3.14 | 35.49+054 | 35452055 | 33.84%2.18 | 35.95:3.72
Yeralts | 52012521 | 48.01+1.24 | 52112351 | 50.86£2.03 | 50.00£1.00
Kazakistan
Verist | 49.20067 | 47.93£2.11 | 48.2242.29 | 52.69+2.93 | 49.74+1.88
EDTA 51.32£0.37 | 75.290.30 | 83.4620.19 | 84.86£0.06 | 85.7920.12
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Sekil 3.11: Etanol ekstraktinin % metal selatlama kapasiteleri

Etanol ekstraktlar1 arasinda en yiiksek metal selatlama oranini Kazakistan

yeralti

ekstrakti

(%52.11+£3.51) gosterirken,

ekstraktinda (%18.29+3.78) g6zlenmistir.

en diisiik oran Tiirkiye yeralt

Tablo 3.14: Aseton ekstraktinin % metal selatlama kapasiteleri

. 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL
Turk Yeralti | 31.37+2.36 | 32.83+0.83 | 34.42+1.02 | 33.43+2.09 | 29.59+0.44
urKkiye
Y Yerustli | 18.69+1.41 | 17.34+3.33 | 10.37+2.43 | 10.71+1.72 | 9.89+2.85
Yeralti | 35.20+0.61 | 29.47+0.54 | 37.84+4.82 | 33.90+4.75 | 29.51+1.05
Kazakistan
Yerustli | 47.63+3.61 | 35.18+1.10 | 40.04+0.06 | 37.38+2.68 | 29.28+1.08
EDTA 53.08+0.62 | 56.09+2.43 | 65.06+0.09 | 77.09+1.76 | 82.07+0.02
é 50 -
S 40 -
=
Z 30 =TRYA
] TR YU
E 20 -
= mKZ YA
3 10 - =KZ YU
E
§ 0 T T T T
200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (mg/mL)
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Sekil 3.12: Aseton ekstraktinin % metal selatlama kapasiteleri

Aseton ekstraktlar1 arasinda en yiiksek metal selatlama oranin1 Kazakistan

yeristl ekstrakti (%47.63+3.61) gosterirken, en diisiik oran Tirkiye yeriisti

ekstraktlarinda (%9.89+2.85) gozlenmistir.

Tablo 3.15: Distile Su ekstraktinin % metal selatlama kapasiteleri

. 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralt1 39.48+0.61 | 28.17+0.72 | 22.40+4.75 | 26.13+1.80 | 25.44+0.57

urKiye

y Yerusti | 18.03£1.95 | 15.51+0.44 | 23.90£1.61 | 12.60+3.29 | 15.37+£0.59

Yeralti 30.05+1.31 | 30.68+0.05 | 25.59+0.09 | 23.75+1.25 | 23.00+0.06
Kazakistan
Yerusti | 35.01+0.73 | 30.00+4.33 | 35.22+0.63 | 43.20+4.41 | 41.60+0.58
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Sekil 3.13: Distile Su ekstraktimin % metal selatlama kapasiteleri

Distile su ekstraktlar1 arasinda en yiiksek metal selatlama oranin1 Kazakistan
yerUstl ekstrakti (%43.20+4.41) gosterirken, en disiik oran Tirkiye yeriistii
ekstraktinda (%12.60+3.29) gozlenmistir.

3.1.5 Demir Iyonu Indirgeme Giicii Kapasitesi

* nin

Indirgeme kuvveti yonteminde Ornekteki antioksidanlarm varligi Fe
elektron vererek Fe?*’ye indirgenmesini saglar. Fe** kompleksinin miktar1 olusan
mavi rengin 700 nm’de Ol¢iilmesiyle belirlenir. Yiikselen absorbans degeri indirgeme

yeteneginin arttigin1 gosterir. Fe3* iyonlarmin indirgenmesi, bir bilesigin antioksidan
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aktivite g0sterebilmesi i¢in o6nemli bir mekanizma olan elektron verebilme
yeteneginin gostergesidir ve diger antioksidan o6zellikler ile de yakindan iligkilidir
(Isbilir 2008). Bununla birlikte ¢ozeltinin sar1 rengi ortamda bulunan antioksidan
maddelerin indirgenme aktivitelerinden dolay1 farkli tonlardaki yesil rengine
doniismektedir (Giilgin 2006, Giilgin ve dig. 2006). Ekstraktlarin ortamdaki Fe**'ii
indirgeme  kapasitesini tayin etmek lizere degisen ekstrakt ve standart
konsantrasyonlarinda c¢alisilmistir ve olusan komplekslerin absorbanslart 700 nm’de
olctlmistar.

Calismada kullanilan ekstraktlarin indirgeme kapasitesi konsantrasyonun
artmast ile dogru orantili olarak artmaktadir. Indirgeme kuvveti c¢ozeltilerin
absorbanslar1 dlciilerek belirlenmistir. Ekstraktlarin FRAP testiyle yapilan indirgeme
giicii kapasiteleri troloks esdeger olarak hesaplanmistir. Bu test sisteminde en yiksek
indirgeme gucl kapasitesine sahip Tirkiye aseton yerusti ekstrakti (89.50+0.16 TE)
iken, en disiik indirgeme glcu kapasitesine sahip Kazakistan distile su yeralti
ekstrakti (3.09+0.53 TE) olmaktadir.

Tablo 3.16: Ekstraktlarin FRAP yontemiyle indirgeme giicii kapasiteleri (mg TEs/mL 06z(it)

. Absorbans FRAP Degerleri
Ulke Ekstrakt |- Kisim degerleri (nm) (Troloksa esdeger )

Yeralti 0.385+00 8.73+0.28

Metanol
Yerusti 1.427+00 68.96+0.36
Yeralti 0.322+00 5.09+0.08

Etanol —

Tiirkiye Yerusti 1.486+00 72.37+0.61
Yeralti 1.243+00 58.31+0.32

Aseton
Yerusti 1.780+00 89.50+0.16
Distile | Yeralt1 0.300+00 3.82+0.04
Su Yerust 0.592+00 20.66%0.28
Yeralti 0.442+00 11.99+0.20

Metanol
Yerust 0.754+00 30.02+0.20
Etanol Yeralt1 0.502+00 15.48+0.49

i ano
Kazakistan Yerusta 0.828+00 34.30+1.30
Yeralt1 0.883+00 37.50+0.32

Aseton
Yerust 0.991+00 43.76%0.40
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Distile | Yeralt1 0.288+00 3.09+0.53
Su Yerustl 0.872+00 36.86+0.28
BHT 2.034+00 88.97+0.02
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Sekil 3.14: Ekstraktlarin FRAP yontemiyle indirgeme giici kapasiteleri (mg TEs/mL 6ziit)

3.1.6 Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesinde rutin olarak kullanilan diger
bir yontem ise fosfomolibdenyum yontemidir. Fosfomolibdenyum reaktifi
icerisindeki Mo(VI) iyonlarinin 6ziitler igerisindeki antioksidan bilesikler tarafindan
Mo(V)’e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin ve bu Mo(V) iyonlarinin 695
nm’de spektroskopik olarak takip edilmesi bu test sisteminin mantigini
olusturmaktadir. Dolayisiyla bu dalga boyunda daha yliksek absorbansa sahip olan
Ozlt daha ylksek toplam antioksidan aktivite sergiliyor anlamina gelmektedir.
Fosfomolibden spektrofotometrik yontemi ile yapilan bu ¢alisma sonrasinda
orneklerin antioksidan aktiviteleri mg askorbik asit esdegeri (ug AAE/mg ekstrakt)
seklinde ifade edilmistir. Bu yonteme gore en yiksek antioksidan aktivite Turkiye
aseton yerlstu ekstrakti (156.43+£3.34 pug /mg AAE) sahip iken, en diisiik aktivite
Turkiye distile su yeralt1 ekstraktinda (41.49+3.23 pg /mg AAE) tespit edilmistir.
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Tablo 3.17: Metanol ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

. 200 400 600 800 1000
1% Ekstrak
Ulke strakt mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
o Yerala | 27.04+0.49 | 3329+1.44 | 41.32+3.72 | 51.31+4.09 | 58.46+4.42
Tarkiye i | 27.62¢1.22 | 43913052 | 54.00£1.98 | 70.86£0.96 | 79.34+1.62
Yerala | 28.94+1.20 | 39.36+0.67 | 50.14%1.84 | 57.15+0.75 | 62.58+1.19
Kazakistan
Yeriista | 38.25+1.09 | 58.7740.78 | 74.29+0.05 | 90.02+1.13 | 98.08+1.25
W .
< 100
<
g %
N ETRYA
£9 60 - i
E = ETRYU
40 -
3= KZ YA
£ 20 mKZYU
é O T T T T
200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (mg/mL.)

Sekil 3.15: Metanol ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

Metanol ekstraktlarin fosfomolibden testinde askorbik asite esdeger hesaplanan

toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek aktivite Kazakistan

yeristl (98.08+£1.25 ug /mg AAE) ekstrakti gosterirken, en diisiik aktivite Turkiye

yeralt1 (58.46%4.42 ug /mg AAE) ekstraktinda tespit edilmistir.

Tablo 3.18: Etanol ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

- 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Tarki Yeralti | 25.52+1.13 | 31.62+0.99 | 38.04+£1.61 | 48.07+1.82 60.66+2.73

urkiye

y Yeristi | 43.28+1.32 | 54.77+1.04 | 73.50£0.93 | 90.40+4.22 | 115.68%+0.83

] Yeralti | 28.47+2.02 | 32.39+0.86 | 41.04+£0.63 | 47.49+3.59 55.62+3.14
Kazakistan
Yeristi | 39.49+0.87 | 53.95+1.72 | 77.69£2.43 | 110.78+4.94 | 140.27+0.05
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Sekil 3.16: Etanol ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

Etanol ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en

yiksek aktivite Kazakistan yerusti (140.27+0.05 pug/mg AAE) ekstrakti gosterirken,

en diisiik aktivite Kazakistan yeralt1 (55.62+3.14 pug/mg AAE) ekstraktinda tespit

edilmistir.

Tablo 3.19: Aseton ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

ke | Exstrakt| 20 400 600 800 1000
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
- Yeralt: | 28.30+1.15 | 41.66+0.96 | 56.92+1.87 | 72.48+1.24 | 80.81%2.87
Tarkye o | 56.19%0.50 | 86.46:1.42 | 111735307 | 14050+1.48 | 156.43+3.34
Yeralts | 37.64£2.42 | 56.510.26 | 71.39:0.75 | 88.42:3.98 | 102.15+4.40
Kazakistan
Vertstu | 60.99+151 | 96.84+1.85 | 112.86+2.92 | 125.30+3.25 | 142.480.51
@ 160 -
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Sekil 3.17: Aseton ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

Aseton ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en

yuksek aktivite Tlrkiye yeristu (156.43+3.34 pg /mg AAE) ekstrakti gosterirken, en
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diisik aktivite Tirkiye yeralti (80.81+2.87 pg /mg AAE) ekstraktinda tespit

edilmistir.

Tablo 3.20: Distile Su ekstraktinin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

. 200 400 600 800 1000
Ulke Ekstrakt mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
- Yeralts | 16.7520.71 | 20.67+0.44 | 27.15+1.40 | 35.03+3.04 | 41.49323
Tarklye | 18.73%0.48 | 24.5020.17 | 33.20£0.63 | 30.91+1.13 | 50.44%0.24
Yeraltn | 19.79%0.66 | 26.86:2.57 | 36.302.03 | 46.56+1.29 | 55.64+3.68
Kazakistan
Yeristil | 20-38%0.80 | 29.58+1.55 | 37.50+2.12 | 47.45+1.70 | 58.8043.06
g
=
Z 50
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5] .
) g =0 ETRYU
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0 T T T T 1
200 400 600 800 1000
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Sekil 3.18: Distile Su ekstraktimin askorbik asite esdeger toplam antioksidan aktiviteleri

Distile su ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en
yiksek aktivite Kazakistan yerusti (58.80£3.06 pug/mg AAE) ekstrakti gosterirken,
en disik aktivite Turkiye yeralti (41.49+3.23 pg/mg AAE) ekstraktinda tespit

edilmistir.

3.2 Sekonder Metabolit Miktar Tayini Sonuclar

Bitki ekstraktlarimizin sekonder metabolit tayininde toplam fenolik bilesen,

toplam flavonoid ve toplam tanen madde miktarlarina bakilmistir.
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3.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Fenolik ve flavonoit
bulundurduklarindan ve hidroksil grublarindaki hidrojen radikalini rahatlikla
verebildiklerinden dolay: serbest radikal sondiirme 6zellikleri bilinen bir durumdur.
Bu Ozelliklerinden dolay1 radikal supirim aktivite testlerini igeren antioksidan
aktivite analizlerinde aktiviteye katkilarmin tespit edilmesi agisindan Orneklerin
toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarlarinin bilinmesi olduk¢a 6nemli hale
gelmektedir. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlart FCR reaktifi kullanilarak
belirlendi ve sonuglar standart fenolik bilesik olan gallik asit grafiginden elde edilen

denklem yardimiyla gallik asit esdeger olarak hesaplandi ve sonuglar Tablo 3.21°de

verilmistir.

tird  bilesikler

yapilarinda hidroksil

Tablo 3.21: Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 (mg/mL GAE)

Ulke Elcstrak Toplam Fenolik Madde Miktar:1 (mg/mL GAE)
strakt —
Metanol Etanol Aseton Distile Su
Turkiye Yeralti 36.10+0.02 37.54+0.49 76.05+0.02 22.04+0.94
Yerusta 75.14+1.02 8.64+0.06 | 137.77+0.83 64.78+0.00
. Yeralti 28.45+0.17 34.30+0.00 60.27+1.86 21.35+0.01
Kazakistan
Yerustu 63.71+0.79 73.47+2.17 | 113.56+0.91 40.75+0.00
140 -
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Ekstraktlar

Sekil 3.19: Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlart (mg/mL GAE)
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Tablo 3.21° de verilen sonuclara gore gallik asite esdeger olarak hesaplanan
toplam fenolik bilesen igerikleri en fazla Turkiye yerustl aseton (137.77+0.83
mg/mL GAE), en diisiik Turkiye yerustl etanol (8.64+0.06 mg/mL GAE) ekstraktinda

bulunmustur.

3.2.2 Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktari, bir flavonoid madde olan
quercetin kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Bu egri lizerinden yapilan hesaplamalar

sonucunda quercetin’e esdeger (mgQE/g) olarak belirlenmistir.

Tablo 3.22: Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlari (mgQE/g)

Ulke Toplam Flavonoid Madde Miktar1 (mgQE/g)
Ekstrakt _
Metanol Etanol Aseton Distile Su
Turkiye ™ Veraln | 4626023 | 565039 | 14.03+1.41 | 8.78+0.48
Yerustl 32.20+0.50 | 28.63+0.01 74.59+2.74 17.83%+0.02
Yeralti 3.59+0.00 7.87+0.07 10.62+0.32 7.25%0.00
Kazakistan
Yerusti 36.94+0.00 | 65.94+0.06 74.94+1.97 22.74+0.00
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Sekil 3.20: Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlart (mgQE/g)
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Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlar1 karsilastirildiginda en fazla
flavonoid madde miktar1 Kazakistan yeriisti aseton (74.94+1.97 mgQE/qQ)
ekstraktinda gozlenmistir. En az ise Kazakistan yeralti metanol (3.59+£0.00 mgQE/qg)

ekstraktindan elde edilmistir.

3.2.3 Toplam Tanen Miktarin Belirlenmesi

Tanenler fenollerin polimerlesmesiyle meydana gelirler ve pek c¢ok farkli
yapilanma gosterirler. Fiziksel kararlilik {izerinde rol oynar. Ekstraktlarin toplam
tanen miktarlar1 katesin reaktifi kullanilarak belirlendi ve sonuglar standart fenolik
bilesik olan katesin grafiginden elde edilen denklem yardimiyla katesin esdeger

olarak hesaplandi ve sonuglar Tablo 3.23’de verilmistir.

Tablo 3.23: Ekstraktlarin toplam tanen madde miktarlar1 (mgCE/qg)

Ulke Ekstrakt Toplam Tanen Madde Miktari (mgCE{g)-
Metanol Etanol Aseton Distile Su
Tarkiye Yeralti 2.74+0.09 2.80+0.04 16.06+0.44 1.92+0.05
Yerustu 7.84+0.09 6.77+1.26 27.25+1.85 2.73+£0.04
Yeralti 2.71+0.07 3.17+0.18 14.98+1.64 2.16+£0.10
Kazakistan —
Yerustu 8.37+0.37 9.87+0.26 48.56+6.40 4.26%0.12
50 -
[¢B)
-O ~
QE040 -
S =
@) ETRYA
S 2030 - .
T 520 KZ YA
e .
2210 - = KZ YU
(@]
|_
0 T T T T
Etanol Metanol Aseton Distile su
Ekstraktlar

Sekil 3.21: Ekstraktlarin toplam tanen madde miktarlari (mgCE/g)
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Ekstraktlarin toplam tanen madde miktarlar1 karsilastirildiginda en fazla tanen
miktar1 Kazakistan yerlsti aseton (48.56+6.40 mgCE/g) ekstraktinda, en az tanen
miktar1 Tirkiye yeralt1 distile su (1.92+0.05 mgCE/qg) ekstraktinda tespit edilmistir.

3.3 HPLC ile Fenolik Bilesiklerin Analiz Sonuclari

Antioksidan kapasitesi ¢esitli metodlarla belirlenen ekstraktlarin antioksidan
ozellik saglayan fenolik bilesikleri ve flavonoidlerden bazilar1 yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) ile kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir. Analizi
yapilan bu bilesenler ve bu bilesenlerin metanol, etanol ve aseton ekstraktinin her
birinden ne kadar bulundugu Tablo 3.26 ve 3.27°de verilmistir. Tiim standartlarin

analizine iliskin kromatogram ise Sekil 3.22°de verilmistir.

AL
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Sekil 3.22: Fenolik Standartlarim HPLC kromatogrami: 1.gallik asit, 2.3,4-dihidroksi benzoik asit, 3.
4-hidroksi benzoik asit, 4. 2,5-dihidroksi benzoik asit, 5. klorojenik Asit 6. Vanilik asit, Kafeik asit, 7.
Epikatesin, 8. Kafeik asit, 9. p-Kumarik asit, 10. Ferulik asit,11. Rutin, 12. Ellajik, 13. Narinjin, 14.
Sinamik asit, 15. Kuersetin

Tablo 3.24: Tiirkiye’den toplanan bitki ekstraktlarindaki fenolik bilesen madde miktarlar (ng/g)

Fenolik Standart Bilesikler Metanol Yerust Metanol Yeralti
Gallik asit (nug/g) 252.98+0.00 525.17+0.00
3,4-dihidroksi benzoik asit 79.28+0.00 94.43+0.00
(ng/g)
4-dihidroksi benzoik asit (ng/g) 231.17+0.00 548.51+0.00
2,5-dihidroksi benzoik asit 1085.81+0.00 2982.79+0.00
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(ng/g)

Klorojenik asit (ng/g) 189.02+0.00 70.90+0.00
Vanilik asit (ug/g) 543.35+0.00 931.57+0.00
Kafeik asit (ug/g) 20735.76+0.00 25309.31+0.00
p-Kumarik asit (nug/g) 201.41+0.00 66.10+0.00
Ferulik asit (ug/g) 131.48+0.00 29.63+0.00
Sinamik asit (ng/g) 671.51+0.00 430.26+0.00
Epikatesin (pg/g) 508.29+0.00 428.03+0.00
Narinjin (ng/g) - -
Rutin (ug/g) 18.78+0.00 -
Ellajik (ug/g) 1379.48+0.00 436.83+0.00
Kuersetin (ug/g) 104.40+0.00 9.28+0.00

Tablo 3.25: Kazakistan’dan toplanan bitki ekstraktlarindaki fenolik bilesen madde miktarlari (ug/g)

Fenolik Standart Bilesikler Metanol Yerustl Metanol Yeralti
Gallik asit (ug/g) 258.08+0.00 243.36+0.00
3,4-dihidroksi benzoik asit 64.18+0.00 6.04+0.00
(ng/g)
4-dihidroksi benzoik asit (ug/g) 124.73+0.00 32.27+0.00
2,5-dihidroksi benzoik asit

1636.26+0.00 107.24+0.00
(ng/g)
Klorojenik asit (ug/g) 514.47+0.00 2.11+0.00
Vanilik asit (ug/g) 403.09+0.00 65.20+0.00
Kafeik asit (ug/g) 3239.68+0.00 835.02+0.00
p-Kumarik asit (ug/g) 42.56+0.00 11.31+0.00
Ferulik asit (ug/g) 36.21+0.00 8.20+0.00
Sinamik asit (ug/g) 2215.41%0.00 1.26+0.00
Epikatesin (pg/g) 543.5840.00 140.86+0.00
Narinjin (ng/g) - -
Rutin (ug/g) 144.13+0.00 -
Ellajik (ug/g) 527.18+0.00 519.13+0.00
Kuersetin (ng/g) 147.58+0.00 3.37£0.00
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Yukaridaki tablolara bakildiginda, Tiirkiye’den toplanan bitki 6rneklerinde en
yiiksek fenolik bilesen kafeik asit metanol yeralti ekstraktinda (25309.31+0.00ug/g),
en diisiik fenolik bilesen ise kuersetin metanol yeralti ekstraktinda (9.28+0.00ug/g)
elde edilmistir. Kazakistan’dan toplanan bitki 6rneklerinde en yiiksek fenolik bilesen
kafeik asit metanol yerlstl ekstraktinda (3239.68+0.00ug/g), en disiik fenolik
bilesen ise klorojenik asit metanol yeralti ekstraktinda (2.01+0.00 pg/g) elde
edilmigtir. Calisilan bitki ornekleri iizerinde yapilan HPLC analizlerinden de
goriilebilecegi gibi her iki iilke 6rneklerinin fenolik yapili bilesikler bakimindan
zengin oldugu soylenebilir. 15 standart fenolik bilesik lizerinden yapilan HPLC
analizlerinde incelenen oOrneklerde incelenen standart fenolik bilesiklere farkli

miktarlarda rastlanmistir.

3.4 Bitki ve Toprak Analizi

3.4.1 Toprak Analizi Sonuclar

L.martagon bitkisinin her iki tlkeden toplandig: ti¢ farkli bolgeden alinan
toprak Orneklerinin analizleri yapilmistir. Sonuglar Tablo 3.26, 3.27 ve 3.28°de

sunulmaktadir.

Tablo 3.26: Tirkiye toprak érneklerinin fiziksel ve kimyasal dzellikleri

Toprak .
Yapilan analizler Ol¢iim sonuclari P degerleri
numuneleri

NO1 5.710+£0.103

pH (25°C) NO2 5.270+0.090 0.212
NO3 5.587+0.240
NO1 24.00+2.00

Kum (%) NO2 20.33+1.86 0.001
NO3 48.67+4 .81
NO1 43.33+2.33

Kil (%) NO2 50.00+1.73 0.749
NO3 44.3+10.9
NO1 44.33+9.49

Silt (%) NO2 42.33+6.39 0.105
NO3 22.00+2.31
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NOl

0.113+0.0393

EC NO2 0.100+0.0173 0.458
NO3 0.063+0.0203
NO1 2.033+0.384

Kireg (%) NO2 1.600+0.100 0.404
NO3 1.567+0.186
NO1 5.837+0.590

Organik madde (%) | NO2 2.753£0.155 0.000
NO3 1.727+0.112
NO1 0.310+0.01

N (ppm) NO2 0.257+0.10 0.110
NO3 0.100+0.01
NO1 2.327+0.219

P (ppm) NO2 2.050+0.037 0.036
NO3 1.627+0.109
NO1 178.67+3.67

K (ppm) NO2 133.00+5.29 0.023
NO3 274.0+4.51
NO1 1.638+0.02

Ca (ppm) NO2 1.786+0.08 0.727
NO3 1.644+0.23
NO1 550.3+39.7

Mg (ppm) NO2 479.0+27.1 0.075
NO3 591.00+5.13
NO1 53.69+2.14

Na (ppm) NO2 95.15+4.25 0.001
NO3 43.1346.89
NO1 60.04:6.08

Fe (ppm) NO2 47.75+5.13 0.003
NO3 21.72+1.67
NO1 186.0+£13.0

Mn (ppm) NO2 138.0+22.0 0.011
NO3 91.03£1.20
NO1 3.76+1.43

Zn (ppm) NO2 1.55340.30 0.144
NO3 1.170+0.05
NO1 1.533+0.06

Cu (ppm) NO2 1.483+0.06 0.001
NO3 0.757+0.10
NO1 0.653+0.13

B (ppm) NO2 0.683+0.13 0.392
NO3 0.433+0.12
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Tablo 3.27: Kazakistan toprak orneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Yapilan analizler

Toprak numuneleri

Ol¢iim sonuclar:

P degerleri

NO1 7.454+0.226

pH (25°C) NO2 7.553+0.152 0.371
NO3 7.786+ 0.003
NO1 49.33+6.74

Kum (%) NO2 48.67+4.91 0.697
NO3 43.67+2.33
NO1 28.00+1.73

Kil (%) NO2 22.00+1.73 0.085
NO3 26.67+1.33
NO1 29.33+2.40

Silt (%) NO2 40.67+1.45 0.003
NO3 23.67+2.33
NO1 0.387+0.148

EC NO2 0.730£0.165 0.102
NO3 0.276+0.003
NO1 6.800+0.265

Kireg (%) NO2 2.627+0.335 0.007
NO3 3.667+0.968
NO1 5.703+0.300

Organik madde (%) NO2 5.523+0.363 0.002
NO3 3.553+0.043

N (ppm) NO1 0.303+0.075
NO2 0.550+0.153 0.123
NO3 0.213+0.033
NO1 9019+2,63

P (ppm) NO2 5132+122 0.000
NO3 14733+4.33

K (ppm) NO1 337.3+45.9
NO2 410.3+63.7 0.112
NO3 500.67+8.67

Ca (ppm) NOl1 3.583+0.348
NO2 3.381+0.017 0.539
NO3 3.250+0.030

Mg (ppm) NOl1 140.00+1.53
NO2 249.0+20.0 0.001
NO3 170.67+1.67

Na (ppm) NO1 57.24+4.03
NO2 164.6743.67 0.000
NO3 37.83040.320
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Fe (ppm) NO1 11.920+0.273
NO2 11.703+0.137 0.000
NO3 15.2474+0.367

Mn (ppm) NO1 10.9830.749
NO2 15.91£1.00 0.000
NO3 5.407+0.233

Zn (ppm) NO1 18.44740.707
NO2 14.07340.093 0.000
NO3 8.473+0.313

Cu (ppm) NO1 3.560+0.384
NO2 2.100+0.030 0.003
NO3 1.846+0.033

B (ppm) NO1 1.373+0.054
NO2 2.356+0.066 0.000
NO3 1.666+0.033

Turkiye topraklarinin ozelliklerine bakildigi zaman analiz sonuglarina gore
orta kuvvetli asit, az kiregli, tuzsuz, organik madde bakimindan orta seviyede,
mineralce zengin topraklari

oldugu gorilmektedir. Kazakistan topraklarinin

Ozelliklerine bakildigr zaman analiz sonuglarma gore hafif alkali, tuzsuz, az kirecli,

organik madde bakimindan zengin, mineralce zengin topraklar1 oldugu
gorulmektedir.
Tablo 3.28: Tiirkiye ve Kazakistan toprak 6rneklerinin 6zelliklerinin karsilastiriimasi
Toprak numuneleri 6l¢iim sonug¢lari

Yapilan analizler Turkiye Kazakistan P degerleri
pH (25°C) 5.522+0.10 7.598+0.093 0.000
Kum (%) 31.0+4.7 47.2242.7 0.011
Kil (%) 45.9+3.4 25.56+1.2 0.000
Silt (%) 36.2+4.9 31.2242.7 0.390
EC 0.092+0.016 0.464+0.094 0.004
Kireg (%) 1.73+0.15 4.36+0.70 0.006
Organik madde (%) 3.44+0.64 4.93+0.37 0.068
N (ppm) 0.222+0.44 0.356+0.71 0.134
P (ppm) 2.001+0.12 96.3+14 0.000
K (ppm) 195.2425 416.1%33 0.000
Ca (ppm) 1.689+0.076 3.405+0.11 0.000
Mg (ppm) 540.1£22 186.6+17 0.000
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Na (ppm) 64.0+8.3 86.6+20 0.317
Fe (ppm) 43.2+6.1 12.96+0.59 0.001
Mn (ppm) 138.3+16 10.77+£1.6 0.000
Zn (ppm) 2.16+0.58 13.66£1.5 0.000
Cu (ppm) 1,258+0,13 2.502+0.29 0.002
B (ppm) 0.590+0.076 1.799+0.15 0.000

Yukaridaki tabloya bakildig1 zaman iki iilke topraklarinin fiziksel ve kimyasal

ozellikler bakimindan farkli oldugu gorilmektedir (p<0.05) sadece silt, organik

madde, N ve Na miktarlar1 bakimindan benzerlik gostermektedir (p>0.05).

3.4.2 Bitki Orneklerinde I¢erik Analiz Sonuclar

L.martagon bitkisinin her iki tlkeden alinan yeralti ve yeriistii kisimlarinin

ayr1 ayri karsilagtirmali olarak analizleri yapilmistir. Sonuglar Tablo 3.29, 3.30, 3.31

ve 3.32’de sunulmaktadir.

Tablo 3.29: Turkiye'den toplanmis bitki 6rneklerinin yeraltt kisimlarinin i¢erdigi maddeler agisindan

karsilastirilmasi

Inorganik )
Numune kodu | Ol¢tim sonucu (ppm) P degeri
Maddeler
NO1 1.620+0.405
Azot (N) NO2 1.590+0.306 0.549
NO3 1.183+0.107
NO1 1.603+0.213
Potasyum(K) NO2 2.157+0.222 0.220
NO3 1.913+0.150
NO1 0.196+0.032
Magnezyum (Mg) | NO2 0.287+0.167 0.695
NO3 0.170+0.005
NO1 0.137+0.067
Fosfor (P) NO2 0.107+0.039 0.732
NO3 0.163+0.034
NO1 0.933+0.116
Kalsiyum (Ca) NO2 1.026+0.093 0.338
NO3 0.810+0.070
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NO1 1121.3+49.2

Demir (Fe) NO2 914.7+42.1 0.194
NO3 971+107
NO1 42.55+2.42

Mangan (Mn) NO2 61.51+3.73 0.082
NO3 46.09+7.62
NO1 41.42+2.39

Ginko (Zn) NO2 39.67+4.02 0.071
NO3 51.15+2.27
NO1 9.11+0.40

Bakir (Cu) NO2 0.94+1.24 0.441
NO3 10.99+1.06
NO1 16.97+1.25

Bor (B) NO2 20.36+1.59 0.209
NO3 16.13+1.79

Tablo 3.30: Tirkiye'den toplanmig bitki 6rneklerinin yeriistii kisimlarinin i¢erdigi maddeler agisindan
karsilagtirilmasi

inorganik .
Numune kodu | Olgtim sonucu (ppm) P degeri
Maddeler

NOl1 1.327+0.299

Azot (N) NO2 1.043+0.217 0.439
NO3 0.850+0.214
NOl1 1.057+0.326

Potasyum(K) NO2 1.577+0.411 0.294
NO3 0.850+0.058
NOl1 0.122+0.028

Magnezyum (Mg) NO2 0.257+0.142 0.262
NO3 0.040+0.018
NOl1 0.307+0.184

Fosfor (P) NO2 0.133+0.023 0.535
NO3 0.173£0.031
NO1 0.197+0.117

Kalsiyum (Ca) NO2 0.163+0.066 0.770
NO3 0.115+0.024
NO1 534.7+42.2

Demir (Fe) NO2 392.0+£2.9 0.130
NO3 560.7+80.8
NO1 27.61+2.89

Mangan (Mn) NO2 26.28+3.50 0.692
NO3 29.60+0.89
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NO1 17.64+1.12

Cinko (Zn) NO2 17.90+0.60 0.541
NO3 16.24 +1.38
NO1 9.363+0.383

Bakir (Cu) NO2 10.843+0.817 0.404
NO3 9.820+0.902
NO1 8.010+0.679

Bor (B) NO2 10.00+1.24 0.271
NO3 8.303+0.333

Tablo 3.31: Kazakistan’dan toplanmig bitki Orneklerinin yeralti kisimlarinm igerdigi maddeler
acisindan karsilastiriimasi

ﬁgggdt;:: Numune kodu Olglim sonucu P degeri

NO1 0.963+0.227

Azot (N) NO2 1.363+0.149 0.218
NO3 1.610+0.295
NO1 1.780+0.340

Potasyum(K) NO2 2.313+0.188 0.416
NO3 2.020+0.243
NO1 0.496+0.088

Magnezyum (Mg) | NO2 0.52620.083 0.728
NO3 0.583+0.049
NO1 0.286+0.093

Fosfor (P) NO2 0.260+0.107 0.981
NO3 0.267+0.102
NO1 1.330+0.050

Kalsiyum (Ca) NO2 1.230+0.132 0.568
NO3 1.173+£0.102
NO1 479.3+67.1

Demir (Fe) NO2 574.3+30.9 0.368
NO3 553.3+£29.4
NO1 20.824+4.63

Mangan (Mn) NO2 23.58+4.58 0.901
NO3 21.584+3.94
NO1 40.09+3.11

Cinko (Zn) NO2 36.4242.34 0.700
NO3 38.12+3.40
NO1 9.193+0.844

Bakir (Cu) NO2 9.583+0.725 0.963
NO3 9.32+1.38
NO1 33.34+2.51

Sor () NO2 45.78%5.12 0231
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NO3 44.11+6.31

Tablo 3.32: Kazakistan’dan toplanmis bitki 6rneklerinin yeriistii kisimlarimn igerdigi maddeler
agisindan karsilastiriimasi

Inorganik Maddeler | Numune kodu Olguim sonucu P degeri
NO1 0.243+0.061

Azot (N) NO2 0.750+0.243 0.130
NO3 1.417+0.571
NO1 1.473+0.304

Potasyum(K) NO2 1.630+0.401 0.637
NO3 1.883+0.102
NO1 0.443+0.147

Magnezyum (Mg) NO2 0.387+0.155 0.934
NO3 0.467+0.167
NOl1 0.166+0.0437

Fosfor (P) NO2 0.180+0.050 0.633
NO3 0.123+0.029
NOl1 1.143+0.089

Kalsiyum (Ca) NO2 1.140+0.087 0.966
NO3 1.110+0.116
NO1 451.0£33.0

Demir (Fe) NO2 460.3+17.1 0.507
NO3 421.0+16.8
NO1 18.57+4.94

Mangan (Mn) NO2 21.31+£3.27 0.883
NO3 20.60£3.56
NO1 39.83+2.41

Cinko (Zn) NO2 40.32+2.75 0.994
NO3 40.68+8.52
NO1 7.30£1.83

Bakir (Cu) NO2 8.65+1.07 0.551
NO3 9.370£0.717
NO1 42.2615.73

Bor (B) NO2 40.47+7.13 0.979
NO3 40.30%6.96

Yukaridaki tablolara bakildigi zaman Tirkiye ve Kazakistan ‘dan toplanan
bitki drneklerinin analiz sonuglarina toplandig: lokaliteler arasinda makro ve mikro
besin elementleri miktarlar1 arasinda onemli bir fark goériilmemektedir (p> 0.059).

Sonug olarak lokalite bakimindan 6rneklerin arasinda fark bulunmamaktadir.
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Tablo 3.33: Kazakistan ve Tiirkiye’den toplanmig bitki 6rneklerinin yeralti kisimlarinin igerdigi

maddeler agisindan karsilagtirilmasi

Olctim sonucu (ppm)

Inorganik Maddeler Turkiye Kazakistan P degeri
Azot (N) 1.464+0.17 1.31240.15 0.505
Potasyum(K) 0.382+0.13 0.460+0.15 0.473
Magnezyum (Mg) 0.218+0.052 0.536+0.040 0.000
Fosfor (P) 0.135+0.026 0.271+0.051 0.037
Kalsiyum (Ca) 0.923+0.057 1.244+0.055 0.001
Demir (Fe) 1002.00+48 535.7+27 0.000
Mangan (Mn) 50.1+£3.9 21.99+2.2 0.000
Cinko (Zn) 44.08+2.3 38.21<£1.6 0.056
Bakir (Cu) 10.0120.55 9.37+0.51 0.405
Bor (B) 17.82+1.0 41.07+3.1 0.000

Yukaridaki tabloya gore her iki lilke ornekleri yeralt1 kisimlar1 arasinda Mg,

P, Ca, Fe, Mn ve B elementleri bakimindan fark gozlenirken N, K, Zn ve Cu

elementleri bakimindan fark bulunmamaistir.

Tablo 3.34: Kazakistan ve Tiirkiye’den toplanmus bitki 6rneklerinin yeriistii kisimlarinin igerdigi

maddeler agisindan karsilastirilmasi

Olgiim sonucu (ppm)

{\l/ll(;ggd?;;l: Turkiye Kazakistan P degeri
Azot (N) 1.073+0.14 0.803+0.24 0.354
Potasyum(K) 1.16140.19 1.662+0.16 0.059
Magnezyum (Mg) 0.140+0.053 0.432+0.079 0.009
Fosfor (P) 0.204+0.060 0.156+0.023 0.476
Kalsiyum (Ca) 0.159+0.041 1.131£0.050 0.000
Demir (Fe) 496+37 444.1+13 0.224
Mangan (Mn) 27.83+1.4 20.16%2.0 0.008
Cinko (Zn) 17.26+0.60 40.28+2.7 0.000
Bakir (Cu) 10.01£1.28 8.44+2.14 0.082
Bor (B) 8.77+0.52 41.0+£3.3 0.000
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Yukaridaki tabloya gore her iki iilke ornekleri yeriistii kisimlari arasinda
Mg, Ca, Mn, Zn ve B elementleri bakimindan fark gozlenirken, N, K, P, Fe ve Cu

elementleri bakimindan fark bulunmamastir.

3.5 Tuzlu su Karidesi (Brine-Shrimp Artemia salina L.) Toksisite Testi Bulgular:

Bitki ekstraktlarin Brine Shrimp (Artemia salina) larvalar1 tizerindeki akut
toksisitesini belirleyebilmek igin, toksisite verileri hesaplanmis ve LCso degerleri
ortaya konulmustur. Test sonucunda elde edilen veriler EPA Probit Analiz Programi
ile degerlendirilmis ve %95 giivenirlik sinirlart icinde LCso degerleri hesaplanmstir.
Elde edilen yilizde Oliim oranlart ve LCso degerleri Tablo 3.35 ve 3.36’da
gosterilmistir. Tabloya gore en yiiksek toksik etkiyi 64.43 pg/mL ile Tirkiye yeralti
etanol ekstrakti gosterirken, en diisiik toksik etkiyi ise 213.59 pg/mL ile Kazakistan

yeristl aseton ekstraktr gostermistir.

Tablo 3.35: L.martagon turinin Artemia salina’ya kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim
oranlar1 (%) ve istatistik degerleri

Turkiye 24 saat sonra mortalite %
Metanol YA | Metanol YU | Etanol YA Etanol YU

100 pg/mL 46 33 70 40

200 pg/mL 56 56 76 93

300 pg/mL 80 100 86 100

400 pg/mL 90 100 96 100

500 pg/mL 100 100 100 100
LCso (min) 70.00 100.87 15.94 67.36
LCso 147.62 148.81 64.43 112.16
LCso (max) 204.80 190.05 260.47 145.46
LCoo 396.05 345.72 403.02 290.31

X2 0.63 1.17 0.26 0.02

. Distile Su Distile Su

Aseton YA Aseton YU YA vU)

100 pg/mL 50 40 43 40

200 pg/mL 90 100 56 56

300 pg/mL 100 100 63 60

400 pg/mL 100 100 70 80

500 pg/mL 100 100 80 90
LCso (min) 45.30 85.72 35.13 33.00
LCso 101.65 104.24 171.64 164.36
LCso (max) 135.36 126.76 312.24 253.46
LCoo 280.62 295.09 673.52 528.07
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X2 0.02 0.02 0.11 0.40

Tablo 3.36: L.martagon tlrinin Artemia salina’ya kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim
oranlari (%) ve istatistik degerleri

Kazakistan 24 saat sonra mortalite %
Metanol YA | Metanol YU | Etanol YA Etanol YU
100 pg/mL 36 43 60 26
200 pg/mL 46 53 86 50
300 pg/mL 56 80 100 90
400 pg/mL 90 90 100 100
500 pg/mL 100 100 100 100
L.Cso (min) 117.18 70.00 24.77 119.03
LCso 195.47 147.62 92.27 167.75
L Cso (max) 263.75 204.80 132.82 211.14
LCoo 455.82 396.05 287.98 346.20
NG 1.68 0.63 0.14 0.63
Aseton YA | AsetonYU | Distile Su YA | Distile SuYU
100 pg/mL 53 16 56 30
200 pg/mL 73 43 60 53
300 pg/mL 83 63 80 90
400 pg/mL 90 100 100 100
500 pg/mL 95 100 100 100
LCso (min) 1.96 158.32 45.25 100.95
LCso 102.55 213.59 121.55 154.38
LCso (max) 173.97 263.79 174.13 199.25
LCoo 444 .58 398.41 366.57 347.54
NG 0.01 0.93 0.57 0.86
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Sekil 3.23: Ekstraktlarin Brine Shrimp Toksisite Testi sonuglari

3.6 Biyokimyasal Parametre Calisma Sonuglari

L.martagon’un distile su ekstraktlarinin yeraltt ve yeristi kisimlarinin

%0.5’lik ve %1’lik konsantrasyonlarda g¢ozeltileri hazirlanmistir ve her grupta 5

sican olacak sekilde her iki Ulke oOrnekleri icin toplam dokuz grup sigan

kullanilmistir. Hazirlanan solUsyonlar si¢anlarin sularina eklenerek, otuz gin

boyunca igirilmistir. Deneyin baglangicinda, onbesinci ve otuzuncu giintinde alinan

kan ornekleri tahlile gonderilerek tiim gruplarin ALT, ALP ve Kreatinin degerleri

tespit edilmistir.

Tablo 3.37: L.martagon distile su ekstrakti uygulanan siganlarin serum enzim diizeyleri

%

Gin ve 6lciimler (X £ SS)

Ulke Enzim | Kisim 1. gun 15.giin 30.gln
0.5 53.33+£2.03 58.42+1.32 69.63+£1.42
YA
1.0 52.1+0.85 72.6£0.75* 97.1£0.63*
ALT(U/L)
. 0.5 57.8+0.53 65.1+0.76 83.5£0.42
YU
1.0 61.72+2.11 116.94+1.53* 138.32+1.56*
Turkiye 0.5 62.96+2.54 106.33+2.54 158.0+2.43
YA
1.0 51.3£0.76 119.8+0.77* 152.1+1.54*
ALP(U/L)
. 0.5 111.61+2.43 116.94+2.65 136.39+2.54
YU
1.0 63.1£0.53 112.1+0.66* 181.3+0.77*
Kreatinin YA 0.5 0.59+1.68 0.48+1.43 0.48+1.21
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(mg/dl) 1.0 0.42+0.98 0.66%0.65 0.81+0.64
. 0.5 0.59+1.45 0.49+2.65 0.46%3.21
YU
1.0 0.46%0.87 0.64+0.65* 0.71+0.75*
0.5 52.83 £1.45 56.83+1.33 70.75+£1.99
YA
1.0 51.3+0.54 61.1+0.86* 79.3+£0.64*
ALT(U/L)
. 0.5 53.17+3.13 54.002.20 62.50+2.43
YU
1.0 51.5+0.43 56.6+0.74 61.8+0.52
0.5 70.83+1.43 116.46+1.20 132.96+2.54
YA
1.0 72.3+0.74 126.8+0.53* 141.6+£0.76*
Kazakistan | ALP(U/L)
. 0.5 70.33+3.60 100.83£2.43 133.00£3.43
YU
1.0 69+0.14 129.6+0.48* 144.1+0.66*
0.5 0.62+1.21 0.52+1.33 0.44+1.99
YA
Kreatinin 1.0 0.31+0.76 0.43+0.88* 0.84+0.77*
(mg/dl) } 0.5 0.61+2.20 0.53+1.34 0.50+1.32
YU
1.0 0.43%+0.59 0.55+0.98* 0.63+0.70*
ALT(U/L) 53.61+2.04 54.68+1.08 53.76+£1.98
ALP(U/L) 95.33+2.01 95.87+2.06 96.32+1.32
Kontrol — dH20
Kreatinin
0.43%+1.32 0.45+1.03 0.46+1.42
(mg/dl)

X £ SS: Ortalama + Standart Sapma  *:P<0.05 fark vardir

Alanin aminotransferaz enzimi (ALT) aminoasit metabolizmasini diizenleyen
onemli bir aminotransferaz enzimidir. Bu enzim —NH2 (amino) grubunu oksoasitlere
transfer ederek aminoasit sentezinde rol alir. ALT enzimi tepkimeyi geri dontisimli
olarak Katalizleyerek ketoasitleri aminoasitlere, amino asitleri ise keto asitlere
doniistiiriir. ALT enzimi hiicre igerisinde olan bir enzim olmasina karsin, bu enzim
diizeyinin kan serumunda yiikselmesi, canlilarda karaciger hasarinin veya bir
travmanin 6nemli bir gostergesidir. ALT enzimi diger karaciger enzimlerine gore
daha spesifik bir enzim olup, bu enzimin yiiksek seviyesi karaciger hasarinin bir

gostergesi olarak kullanilir (Nemcsok ve Boross 1982, Nemcsok ve dig. 1987).

Alkalen fosfataz (ALP) enzimi bir hidrolaz enzimi olup, nukleotidlerden,
proteinlerden ve alkaloitlerden fosfat gruplarinin koparilmasi tepkimelerini
katalizleyen bir enzimdir. Bu enzim alkali (bazik) ortamda fonksiyonel islemlerini
siirdiiriir. ALP insanlarda kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan
sentezlenir ve safra yoluyla viicuttan disar1 atilir. Kan serumunda bu enzimin

diizeyinin artmasi kemik, karaciger ve safra yollarinda doku hasarinin olduguna

isaret etmektedir (Kisa 2016). Tablo 3.39°’da goriilecegi gibi hemen hemen tim
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sonuglarda rakamsal olarak farkliliklar mevcuttur. ALT ve ALP degerine
bakildiginda Tiirkiye 6rneklerinde 1., 15.ve 30. giin olmak iizere giinler arasi l¢iim
degerlerinde fark bulunmustur. Kontrol grubu ile mukayese edildiginde Oz(tlerin
serum ALT diizeyini artirdig1 tespit edilmistir. Kreatinin sonuglarinda ise sadece
yeriistii ekstraktinda fark goézlenmistir. Kazakistan drneklerinde ALT degerlerinde
sadece yeralt1 ekstraktinda fark bulunurken, ALP degerlerinde hem yeralti hem
yeriistii 6zttt farkli bulunmustur. Kreatinin sonuglarinda ise yeralt1 ve yeriistii kism1

etkili olup giinler arasinda fark gézlenmistir.

3.7 Antihelmint Aktivite Sonug¢lari

Antihelmint aktivite testi icin helmint grubu olan nematod &rnekleri
kullanilmigir. Helmint (nematod) Ornegi olarak Tubifex tubifex (Annelida)
secilmistir. Her iki iilkenin bitki 6rneklerinin yeriistii kismindan hazirlanmis metanol
ekstraktlar1 dort farkli konsantrede 20 mL olacak sekilde (5, 10, 20 ve 30 mg/mL)
petri kaplarina koyulmustur. Her bir petri kabma 6’ sar adet helmint canli olarak
eklenmistir. Paraliz ve 6liim siireleri dakika olarak kaydedilmistir. En kisa zamanda
olum gosteren ekstrakt en yuksek antihelmint aktiviteye sahip olarak kabul
edilmistir. Bununla ilgili sonuclar Tablo 3.40° da verilmistir. Antihelmint aktivite
sonuglarina gore nematodlar tizerinde en etkili ekstrakt 11 dk ile en kisa zamanda

6lume neden olan Kazakistan yerustl ekstrakti olmustur.

Tablo 3.38: Metanol yerlisti ekstraktina ait antihelmint aktivite testi sonuglar1

Ulke Kor(‘r‘;agr}t;";‘_?’ N 1 Pparaliz (dk) Alam (dk)

5 41+0.01 48+0.08

Tiirkiye 10 30+0.04 44+0.12
20 22+0.11 24+0.05

30 6+0.03 14+0.07

5 53+0.03 63£0.13

Kazakistan 10 48+0.06 57+0.06
20 24+0.12 30+0.04

30 6+0.09 1140.03
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4. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda L.martagon tiiriiniin Tirkiye ve Kazakistan’dan toplanan
orneklerinin yer alti ve yer stii kisimlarindan elde edilen etanol, metanol, aseton ve
distile su ekstraktlarinin fenolik madde kompozisyonu ve bazi biyolojik aktivitelerini
belirlemek i¢in yapilan bu ¢aligmada numunelerin bitki ve toprak analizleri yapilmus,
kimyasal kompozisyon belirlenmesinde HPLC kromatografik analiz yontemi
uygulanmastir.

Bitkilerde antioksidan aktiviteden sorumlu binlerce bilesik vardir. Bu
bilesiklerin dnemli bir kism1 fenolik karakterdedir. Bu nedenle fenolik bilesik icerigi
kimi zaman antioksidan aktivitenin bir 6l¢ust gibi dastintlebilir. Ancak bu konuda
tespit edilmis bir pozitif korelasyon yoktur ve bu iliski bitkiden bitkiye hatta ayni
bitkinin cesitleri arasinda farklilik gostermektedir. Toplam fenolik bilesik icerigi
blyuk oranda genetik faktorler ve ¢evre kosullarina baglidir (Heim ve dig. 2002).

Antioksidan aktivite belirleme ¢alismalarinda, en ylksek aktivitenin hangi
bilesik turlerinden ileri geldigini gdzlemlemek ve tespit etmek amaciyla, artan
polariteye gore c¢ozuci sistemi kullanilmas: bu tir calismalarda cok yaygindir.
Antioksidan aktivite ¢alismalarinda pH, sicaklik, ¢alisma hassasiyeti ve ¢ozicil vb.
gibi reaksiyon sartlarinin 6nemli olmasi ve sonuglar1 etkilemesinden dolay: farkli
metodlarin kullanilmasinin gerekli oldugu birgok arastirmaci tarafindan belirtilmistir
(Frankel ve dig. 1994, Koleva ve dig. 2002). Bitkilerde antioksidan kapasite, test
sisteminin sartlar1 ve ekstraktlarin komposizyonu gibi bir¢cok faktdre bagli olarak
degisiklik  gostermektedir. Arastiricilar bu  yiizden bitkilerin  antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda tek bir metotun antioksidan kapasiteyi
tiimiiyle yansitmadigini ve birkag farkli antioksidan kapasite tayin metodu kullanarak
bu durumun dogrulanmasi gerektigini belirtmektedirler (Wang ve dig. 2006). Bu
bilgiye dayanarak, bu ¢alismada L.martagon tlriine ait ekstraktlarinin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde alt1 farkli metot kullanilmistir ve elde edilen
antioksidan aktivite sonuglari degerlendirilmistir. Bunlar; DPPH, ABTS, metal
selatlama, fosfomolibdenyum, B-karoten/linoleik asit ve demir indirgeme (FRAP)
metotlaridir. Ayrica toplam fenolik, flavonoid ve tanen madde miktarlar1 da Folin-

Ciocalteu reaktifi ve aliminyum kloriir kullanilarak tespit edilmistir.
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B-karoten-linoleik asit yonteminde, sistemde antioksidanlarin bulunmasi ya
da sisteme antioksidan igerikli Oziitlerin ilave edilmesi, linoleik asitten olusan
peroksit drunlerinin bu antioksidanlarla nétralize edilmesini saglar ve bunun sonucu
olarak da B-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur.

Toplam antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biri olan bu sistem
linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit iriinlerinin [-karoten
karakteristik sar1 rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk giderinin

spektroskopik olarak takip edilmesi esasina baglidir.

Linolenik asit + (O2-H20) —> Konjuge dienler ve Bozunma uriinleri
[

v

B-karoten —> Renk acilim1

Linoleniik asit + (O2-H20) + B-karoten + Antioksidant —> Rengin korunumu

B-karoten linoleik asit emiilsiyon sistemi yontemin sonuglarina bakildiginda
ekstraktlarin linoleik asit oksidasyonunu inhibe etme oranlar1 %48.07-99.28 arasinda
dagilm gostermektedir. Ornekler arasinda en yiksek antioksidan aktivite
Tiirkiye’den toplanan Ornegin yeralti metanol ekstrakti en yuksek aktivite
gostermistir.

Son zamanlarda, kararli organik bir radikal olan DPPH, mantar 6zitleri ve
cesitli yiyecek maddelerinin antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yontem DPPH radikalinin alkolde hazirlanan ¢ozeltilerinin bir
hidrojen verici antioksidan madde varhiginda radikal olmayan DPPH-H’a
dontistimiiniin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanir. DPPH radikalinin
517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla orantili olacak sekilde
antioksidan aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlenir. Tepkime mekanizmasi

asagidaki sekilde gosterilebilir.
DPPH. + Antioksidant-H —> DPPH-H + A.

Belirli bir inkubasyon suresinden sonra kalan DPPH radikali derisimi
spektrofotometrik olarak olgiiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidant
maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizhidir. 30 dakikalik
analiz siiresi ve insan giicli agisindan kolay olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir.
Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt igindeki antioksidan

bilesiklerin hidrojenlerini vermelerine ve bilesigin yapisal konformasyonuna
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baglidir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 517 nm’de dalga boyu maksimumuna sahiptir ve
bazi dogal bilesiklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
DPPH serbest radikal giderim yonteminde tiim ekstraktlarin derisimi artmasi ile
serbest radikal giderim aktivitelerinin de arttigi goriilmektedir. En yiksek serbest
radikal giderim aktivitesi ekstraktlarin 1000 mg/mL derisimlerinde Tiirkiye’den
toplanan Ornegin yeriistii etanol ekstraktinda tespit edilmistir.

L. candidum ile yapilan aktivite ¢alismasinda toplam antioksidan aktivite [3-
karoten renk agilimi yontemi ile, DPPH serbest radikali giderimi ve ABTS katyon
radikali giderimi aktivitesi belirlenmistir. L. candidum’ da en yuksek aktiviteye
sahip, etil asetat ekstraksiyonu ile elde edilen 6zut olup 800 pg’nin inhibisyonu
%83.24 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar 1siginda mis zambagi (L.
candidum) ¢igeklerinin fenolik bilesik bakimindan zengin oldugu goriilmistiir.
Fenolik bilesik bakimindan zengin olmasi, ilag ve 6zellikle kozmetik sektdriinde ¢ok
onemli bir bitkisel kaynak olabilecegini ortaya koymustur (Isik 2014).

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTSe+ giderme aktivitesi de
sulu karigimlarin, igeceklerin, ekstraktlarin veya saf maddelerin radikal giderme
aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Miller ve dig. 1996, Giil¢in ve dig. 2002).
Ekstraktlarin katyon radikali giderim aktivitesi ABTS y6ntemine gore belirlenmistir.
Bu yonteme gore katyon radikal giderim aktivitesi en yiksek ekstrakt Tiirkiye’den
toplanan 6rnegin yertistii etanol ekstraktr olmustur.

Cin’e 0Ozgii 6 Lilium tarundn (L. regale. L. concolor. L. pumilum. L.
leucanthum. L. davidii var. unicolor ve L. lancifolium) soganlar1 ile yapilan
calismada antioksidan aktivitesine, fenolik bilesenlerine ve besinsel antioksidan
potansiyellerine gore arastirilmistir. Bu tiirler arasinda en yiiksek toplam fenolik
madde miktarini igerenler tiirler sirasiyla L. regale (10381.49+49.12 GAEmg/100g),
L. pumilum (4177.39£57.19 GAEmMg/100g), L. concolor (3897.60+42.54
GAEmg/100g), L. lancifolium (2827.25+55.50 GAEmMg/100g), L. leucanthum
(2336.00£29.28 GAEmMgQ/100g) ve L. davidii var. unicolor (2017.17+140.20
GAEmQ@/100g) seklindedir. Sonuglar sogan ekstraktlarmin, total fenolik, total
flavonoid ve total flavanol icerikleriyle pozitif korelasyon gosteren giicli antioksidan
aktivite sergilediklerini gostermistir. Yiiksek Basin¢li Sivi Kromotografisi (YPSK)
analizi, ekstraktlarda biiyiik fenolik bilesenler olan rutin ve kamferoli ortaya
cikarmigtir. Hiyerarsik takim analizi L. regale’nin yiiksek fenolik igerik ve giiglii

antioksidan aktiviteye sahip bir grupta oldugunu gostermistir. L. leucanthum, L.
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davidii var. unicolor ve L. lancifolium diisiik fenolik igerikleri ve zayif antioksidan
kapasiteleriyle ti¢iincii grupta toplanirken, L. concolor ve L. pumilum uygun fenolik
icerik ve antioksidan kapasiteyle karakterize olan bir grupta toplanmistir. Lilium
soganlarinin, potansiyel bir dogal antioksidan kaynagi olarak gida ve farmasdtik
uygulamalara hizmet edebilecegi 6nerilmistir (Jin ve dig. 2012, Luo ve dig. 2012).

Gecis metalleri arasindan Fe?*, lipid oksidasyonunda prooksidan olarak
bilinir. Fenton reaksiyonu (Fe** + H,0, — Fe®* + OH™ + *OH) vasitastyla reaktif
oksijen tiirlerini olusturur ve lipid oksidasyonunu hizlandirir (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Bitki ekstraktlar1 gecis metal iyonlarmmi baglayarak ortamdaki
konsantrasyonlarin1 azaltir ve Fe®" Katalizli lipid peroksidasyonunu geciktirirler.
Bitki ekstraktlarmin Fe?* iyonlarii selatlama aktivitesinin 6l¢iimii 200-1000 mg/mL
araliindaki konsantrasyonlarda calisilmistir. En yiiksek metal selatlama oram
Kazakistan yeraltt metanol ekstraktinda tespit edilmistir.

Indirgeme kapasitesi tayininde bitki ekstraktlarinin  Fe*ii Fe*?’ye
doniistiirebilmesi incelenmistir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron
transfer edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel antioksidan aktivitesinin énemli bir
gostergesi olarak kabul edilir. Indirgenmis iiriine Fe®**iin ilavesiyle 700 nm’de gii¢lii
absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks olan Fe4[Fe(CN)6]
meydana gelir. Absorbansdaki artig, kompleksin olusumundan kaynaklanan artis1 ve
dolayisiyla artan indirgeme kapasitesini gostermektedir. Indirgeme giiciinde
absorbansin artmasi ile antioksidan kapasite dogru orantilidir. En yiiksek absorbansa
sahip Tiirkiye’den toplanan 6rnegin yeristii aseton ekstrakti (1.780) olmustur.

Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan diger bir yéntem
ise fosfomolibdenyum yontemidir. Bu yontemin temeli Mo(VI) iyonlarmin
ekstraktlar icerisindeki antioksidan bilesikler tarafindan Mo(V)’e indirgenmesi
sonucu olusan yesil rengin ve bu rengin 695 nm’de spektroskopik olarak takip
edilmesine dayanmaktadir. Dolayisiyla bu dalga boyunda daha yuksek absorbansa
sahip olan ekstrakt daha ylksek toplam antioksidan aktivite gostermektedir. Buna
gore en yliksek aktiviteyi Tiirkiye’den toplanan Ornegin yeriistii aseton ekstrakti
gostermistir.

Gao ve dig. (2015), L. lancifolium turl ile yaptiklar: ¢aligmada soganlarindan
seluloz kromotografisi ve Sefakril S-400 boyut diglama kromotografisi ile yeni bir
polisakkarit bilesik olan (LP2-1) DEAE izole etmis ve saflastirmiglardir. LP2-1’in

yapisal karakterizasyonu, fizikokimyasal Ozellikleri ve antioksidan aktivitesi
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arastirllmistir. Sonu¢ olarak LP2-1’in DPPH ve hidroksil radikallerini giderim
aktivitesine ve ayrica demir iyonunu gii¢lii bir indirgeme giiciine ve selatlama
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar LP2-1’in iyi bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu ve gida endiistrisinde kullanilabilcegini desteklemektedir.

Yapilan bu arastirmada L.martagon ekstraktinin antioksidan kapasitesi farkl
metotlarla incelendi. Bu yontemlerde DPPH, indirgeme giici ve ABTS metodu
elektron transferi esaslidir, B-karoten lineolik asit yontemi ise hidrojen atom transferi
esaslidir. Elektron transfer esasina dayanan yontemler, indirgendiginde renk
degistiren yukseltgenlerin indirgenmesi sonucu antioksidanlarin kapasitesini dlgerler.
Bu olay bir absorbans artisi veya azalisi seklinde olabilir. Renk degisiminin derecesi,
baslangi¢c 6rnegindeki toplam antioksidan konsantrasyonu ile iligkilidir. Gercekte
hidrojen atomu transferi ve elektron transferi esasli reaksiyonlar bir anlamda igicedir
ve aralarinda asilmaz sinirlar yoktur.

Tlrkiye ve Kazakistan 0Orneklerinin  yerusti aseton (137.77+0.83,
113.56£0.91 mg/mL GAE) ekstraktlarinin fenolik bilesikler bakimindan zengin
oldugu Tablo 3.21°de goriilmektedir ve bu ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin
Ozelliklerinin de arttigi goriilmektedir. Aseton ekstraktlar1 DPPH, ABTS,
fosfomolibden ve FRAP yonteminde antioksidan aktivite gostermistir. Buradan
fenolik madde miktar1 fazla olan 6ziitiin antioksidan aktivitesinin de fazla olacagi
sonucuna ulasabiliriz. Fakat toplam antioksidan aktivitenin her zaman fenolik madde
miktarima baglhh olmadifi, ancak antioksidan aktivite belirlemede Onemli bir
parametre oldugunu soyleyebiliriz. Fenoller, hidroksil gruplar1 icermeleri nedeniyle
radikal yok etme yetenegine sahip bilesiklerdir. Bu 6nemli bitki bilesenleri hidroksil
gruplarindan hidrojenlerini radikallere vererek kararl fenoksil radikalleri olustururlar
ve antioksidan aktivitede 6nemli rol oynarlar. Bu yuzden bitki &zltlerinin
antioksidan kapasitelerinin tayininde fenolik bilesik miktarlarinin belirlenmesi
olduk¢a Onemlidir. Daha 6nceki ¢alismalarda bazi arastirmacilar, bitkilerdeki fenolik
madde miktar ile antioksidan aktivite arasinda pozitif korelasyon bulurken (Velioglu
ve dig. 1998, Vinson ve dig. 1998, Giilgin ve dig. 2002), bazilar1 bu iki belirleme
arasinda bdyle bir iliski bulunmadigini (Maillard ve Berset 1995, Bocco ve dig.
1998, Heinonen ve dig. 1998) vurgulamislardir.

Toplam flavonoid madde miktar1 incelendiginde quercetin esdeger olarak en
fazla flavonoid madde miktar1 Kazakistan yeriistii aseton (74.94+1.97 mgQE/qg)
ekstraktinda gozlenirken, en az ise Kazakistan yeralti metanol (3.59+0.00 mgQE/qg)
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ekstraktinda gozlenmistir. Flavonidler bazik 6zelliklere sahip bilesenlerdir ve bu tur
bilesenlerin apolar ¢ozuculer tarafindan iyi ¢ozllebildigi bilinmektedir. Bu agidan
aseton ile yapilan c¢ozeltide flavonoid bilesenlerin daha c¢ok agiga c¢iktigi
gorulmektedir. Ayni zamanda yer Ustt kisimlarda bitkinin cgigeklenme déneminde
flavonoid miktarinin maksimum duizeyde oldugu gorilmiis olur. Ekstraktlar toplam
tanen miktar: agisindan degerlendirildiginde katesin esdegeri en fazla tanen miktari
Kazakistan yerUstu aseton (48.56+£6.40 mgCE/qg) ekstraktinda, en az tanen miktari
Tiirkiye yeraltt dH20 (1.92+0.05 mgCE/g) ekstraktinda tespit edilmistir.

L. martagon bitkisinin antioksidan 6zellikleriyle ilgili genel bir degerlendirme
yapilirsa; iki Ulke drneklerinin ekstraktlar arasinda Tiirkiye’den toplanan 6rneklerin
ve yerlsti kisimlarin testlerde daha fazla aktivite gosterdikleri gozlenmistir.
Sekonder metabolit miktar1 bakimindan ise Kazakistan’dan toplanan 6rneklerin ve
yertstli kisimlarin daha fazla madde i¢erdigi gériilmistiir. Bu durum, cesitli aktivite
caligmalarinda kullanilanacak olan bitkilerin yetistigi ekolojiye, gelisim dénemine ve
hasat mevsimine, bitkinin kullanilan kisimlarina, bitkisel ekstraksiyonlarin elde edilis
yontemine, c¢ozgenlerin polaritesine ve tiriine ya da galismanin yontemine gore
sonuglari ciddi 6l¢iide degistirebileceginin bir gostergesidir (Dulkadir 2007).

Calismada ekstraklarda var olan fenolik bilesikleri belirlemek maksadiyla 15
ayn saf fenolik standart kullanilarak HPLC ile ayirma ve tanimlamalar yapildi. Bu
amagla yapilan HPLC igerik analizi ile ekstraktlarda gallik asit, 3,4-dihidroksi
benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit, 2,5-dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit,
vanilik asit, kafeik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, ellajik, narinjin,
Kuersetin ve sinamik asit kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan ekstraktlarda total miktar1 ile en fazla bulunan kafeik asit
olmustur.

Lilium tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal calismalarda basta alkaloitler
olmak Uzere saponozitler, steroitler, fenilpropanoitler, flavonoitler, karotenoitler gibi
cesitli etken madde gruplarini igermekte oldugu tespit edilmistir. Lilium tirlerinden
elde edilen flavonoidlerin de genellikle rutin ve keinferol turevi oldugu bildirilmistir
(Erdogan ve Sener 2000).

Kuehne ve Hesse yapmis oldugu g¢alismada farkli Lilium (L.candidum, L.
hansonii, L. martagon, L.medeloides) tiirlerinin yeralti kisimlarinda genel olarak,
pirrolidin tlrevi bir alkaloit olan ve antitumor aktivitesi bildirilen jatrofam bileseni

major olarak bulunmustur.
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L. longiflorum (Paskalya zambagi) ile yapilan bir ¢alismada soganlari Asya
kiiltiriinde gida ve ilag olarak kullanilmaktadir ve diinya ¢apinda siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir. Yapilan icerik ¢alismasinda yeni bir steroidal glikoalkoloid ve iki
yeni furostanol saponin, bilinen iki steroidal glikozit soganlarindan izole edilmistir.
L. longiflorum, bitki patojen savunmasina, ultraviyole isinlardan korumaya ve
zambaklarin tibbi kullanimima katkis1 olan fenilpropanoid gliserol glukositlerinin
onemli bir miktarin1 igermektedir. Bitkideki bu bilesenlerin dogal yayilimlarim
belirlemek icin, se¢ilmis iyon izlemede kullanilan sivi kromotografi kiitle
spektroskopisi (LC-MS) metodu, L. longiflorum’un farkli organlarindan alinan 5
fenilpropanoid gliserol glukositlerinin [1:(2S)-1-O-caffeoyl-2-O-p-D—
glukopiranosilgliserol, (2S)-1-O-kafeoil-2-0-3-D-glukopiranosil gliserol; 2: (2R)-1-
O-B-D-glukopiranosil-2-o0-p-kumarogliserol; 3: (2S)-1-O-p-kumarol-2-0-B-D-
glukopiranosil gliserol; 4: (2S)-1-O-kafeoil-2-0-B-D-glukopiranosil-3-o-
asetilgliserol ve 5: (2S)-1-O-p-kumarol-2-0-B-D-glukopiranosil-3-0-asetilgliserol)
kantitatif analizleri i¢in kullanilmistir. 3 temelli p-kumarol ve onun asetillenmis 5
tirevinin paskalya zambagmin soganlarinda bulunan fenilpropanoid gliserol
glukositleri arasinda en bol miktarda oldugu belirlenmistir (Munafo ve dig. 2010).

Mimaki ve dig. (1999) L. candidum ile yaptiklari icerik ¢alismasinda bes yeni
spirostanol saponin ve yeni furostanol saponin taze soganlarindan izole edilmistir.
Bunlarin yapilari, asit hidrolizi sonucu ve iki boyutlu NMR spektroskopik teknikler
dahil olmak iizere spektroskopik analizler temelinde aydinlatilmistir. Izole saponinler
ortak yapisal 6zelligi olarak aglikon’un C-3’e bagl bir O-glikosidik’in olusumu ile
O-a-L-ramnopiranosil-(142)-O-[ B-D-glukopiranosil-(146)]-beta-D-glukopiranoz gibi
bir dalli triglikozit pargasi igermektedir. Na+/K+ ATPaz’daki saponinlerin inhibe
edici aktivitesi degerlendirilmistir.

Ekologlar, topraktaki elementlerin varligin1 degerlendirmek igin siklikla
bitki bilinyesindeki kimyasal element konsantrasyonlarindan yararlanarak, bitki
toprak iliskilerini agiklamaya ¢alisirlar (Golley 1986, Carter ve dig. 2003). Her iKi
iilkenin arastirma alanindaki fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile toprak ve bitkide
bulunan mikro ve makro bitki beslenme elementleri arasindaki iliski durumlari
arastirllmistir. 3 farkli Ornek alanindan alinan topraklarin fiziksel oOzellikleri
incelendiginde; Tirkiye’deki oOrneklerin bulundugu topraklarm, kuvvetli asit, az
kiregli, tuzsuz, organik madde bakimindan orta seviyede, mineralce zengin topraklar

oldugu tespit edilmistir. Kazakistan’daki topraklarin ise 6zelliklerine bakildig1 zaman
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analiz sonucglarina gore hafif alkali, tuzsuz, az kiregli, organik madde bakimindan
zengin, mineralce zengin topraklart oldugu goriilmektedir. Yapilan analizlere gore
her iki iilke toprak kosullarinin ¢ok benzer olmadigi tespit edilmistir. L.martagon
tiiriintin her iki tilkeden alinan toprak orneklerinin ortak 6zelliklerine goére tuzsuz, az
kirecli, organik madde bakimindan zengin, mineralce zengin topraklari tercih ettigi
sonucunu ¢ikarabiliriz. Bitki yapisinda bulunan besin elementlerinin miktari, bitkinin
bulundugu yere ve islevine gore degisir. Bu amagla yeralti ile yeriistii, lokaliteler ve
iilkeler arasi ayri ayri karsilastirmali olarak analizleri yapilmistir. L.martagon
tiirliniin yeraltt ve yerlstli kismi on farkli element miktarlar1 bakimindan analiz
edilmistir. Tablo 3.35’de yapilan degerlendirmeye gore her iki {ilke 6rnekleri yeralti
kisimlar1 arasinda Mg, P, Ca, Fe, Mn ve B element miktarlar1 bakimindan fark
gozlenirken N, K, Zn ve Cu element miktarlar1 bakimindan fark bulunmamistir.
Tiirkiye Orneklerinin yeraltt kisminda en yiiksek Fe mikro elementi (1002.00+48
ppm), Kazakistan orneklerinin yeralti kisminda da en yuksek Fe mikro elementi
(535.7£27 ppm) tespit edilmistir. Tablo 3.36’a gore her iki tlke érneklerinin yerist
kisimlar1 arasinda Mg, Ca, Mn, Zn ve B elementleri miktarlar1 bakimindan fark
gozlenirken, N, K, P, Fe ve Cu elementleri miktarlar1 bakimindan fark
bulunmamistir. Tiirkiye 6rneklerinin yeriistii kisminda en yiiksek Fe mikro elementi
(496+00 ppm), Kazakistan orneklerinin yeriistii kisminda da en yuksek Fe mikro

elementi (444.1+13 ppm) tespit edilmistir.

Bitkilerde sekonder metabolitlerin yapisina ¢evre faktorlerinin, cografi, iklim,
edafik (toprak), orografik (yiikselti) ve biyolojik faktorlerin etkisi biiyiiktiir.
Diinyanin giiney kisminda yetismekte olan bitkilerde genelde eterik yaglar ve
alkaloidler, soguk bolgelerde ise flavonoidler ve tanenler daha ¢ok bulunmaktadir.
Sicak ve soguk iklim sekonder metabolitlerin olusumunu etkiler. Sekonder
metabolitlerin yapist toprak kosullarindan (topragin yapisindan, nem miktarindan,
asit miktarindan, kimyasal yapisindan ve mineral madde miktarindan) da
etkilenmektedir.

Sert, kiregli topraklarda yetismekte olan bitkilerde fenolik madde miktar
fazla iken, siyah ve kumlu topraklarda ise azdir (Delgado-Vargas ve dig. 2000, Kiling
ve Kutbay 2004, Mammadov 2014). Tablo 3.30’dan anlasildigi kadar Tiirkiye
topraklar1 daha sert oldugu i¢in fenolik madde miktar1 yiiksek ¢ikmistir. Topraklarda

fosforun miktarinin artisi, flavonoid, tanen ve glikozitlerin olusumuna neden
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olmaktadir (Delgado-Vargas ve dig. 2000, Kiling ve Kutbay 2004). Bitki drneklerinin
toplanmis oldugu Kazakistan topraklarinda daha fazla fosfor bulundugu igin
flavonoid ve tanen madde miktar1 artis gostermistir.

Topragin kimyasal elementleri ile bitkinin sekonder metabolit gruplari
arasindaki baglanti, deneylerle kanitlanmustir. Ornegin; glikozitlerin salgilanmasinda
bitkiler siirekli olarak topraktan mangan, molibden ve krom, alkoloidlerin
biyosentezinde bakir ve kobalt, saponinlerin olusmasinda ise molibden ve vanadium
elementlerini absorbe etmektedirler (Delgado-Vargas ve dig. 2000, Kiling ve Kutbay
2004, Mammadov 2014). Tez kapsaminda yapilmis olan toprak analizlerinde (Tablo
3.29) mangan Mn (>1 ve iizeri) ve bakir Cu (>0,2 ve iizeri) elementinin miktarinin
normalin {izerinde oldugu gozikkmektedir. Bu da bu tip topraklarda yetisen
L.martagon bitkisinde glikozit ve alkaloit bilesiklerin olugsmasina neden olmaktadir.

Ozellikle bitkisel kokenli ilag gelistirme asamalarinda s6z konusu olan test
bilesiginin terapotik etkileri ve farmakolojik 6zelliklerinin yani sira bu bilesigin
toksikolojik 6zellikleri de gbz oOniine alinmak zorundadir. Toksikolojik 6zellikler,
toksik etkinin akut, subakut, subkronik ve kronik diizeyde degerlendirilmesiyle
belirlenmektedir. Bu 0zelliklerin belirlenmesinde akut etki 6nemli bir yer
tutmaktadir. Brine shrimp (Artemia salina) Lethality Assay (BSLA) daha fazla
zaman ve maliyet gerektiren hayvan denemeleriyle paralel sonu¢ veren hizli bir
yontem olmasindan dolayi, son zamanlarda en ¢ok tercih edilen testlerden biri
olmustur. L.martagon’dan elde edilen farkli ekstraktlarin akut toksik etkisini
belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (100, 200, 300, 400 ve 500
pg/mL) ekstraktlarin Artemia salina larvalarina uygulanmasi sonucunda, en yiiksek
toksik etkiyi 64.43 pg/mL LCso degeri ile Tiirkiye’den toplanan Ornegin yeralti
etanol ekstrakti gostermistir. A. salina nin kullanildig1 bazi akuatik toksisite testleri
ile, rodentlerin (fare veya rat) kullanildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon
olup olmadigini anlamak tizere bazi ¢alismalar yapilmig ve (imit verici sonuclar elde
edilmistir. Her iki testten elde edilen LCso degerleri, ayni kimyasallarin insanlar igin
gecerli olan akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle
iyi bir korelasyon oldugu gozlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut
toksisite potansiyellerinin test edilip, insanlar icin gecerli olan akut dozlarla
kiyaslandiginda; akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi sonuclar

verdigi gozlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda ¢6zlnebilen
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maddelerin toksisite degerlerinin saptanmasinda daha uygun olduguna da
deginilmistir (Calleja ve Persoone 1992, Lagarto ve dig. 2001).

L. candidum ile yapilan bir ¢alismada izole edilen kampferol ve jatrofam
dogal bilesenlerinin; in vitro kosullardaki Hordeum vulgare ve insan lenfosit
hicreleri ile kurulan 6karyotik test sisteminde sitotoksik ve genotoksik aktivitelerinin
yant sira radyomimetik zeocin’e karsi hiicreleri koruma potansiyelleri de test
edilmigtir. Kampferol ve jatrofamin her ikisinin de deney diizenegine ve test
sistemine bagl olarak sitotoksisiteyi ve zeocin’in genotoksik etkisini modiile etme ve
azaltma potansiyeli oldugu gosterilmistir. Bu veriler, saghk arastirmalart igin
ozellikle dogal bitki bilesenlerinin aktivitesi ve farmakolojik potansiyellerinin
acikliga kavusturulmasinda faydali olabilir (Khawar ve dig. 2005).

Diinyada yaklasik 250.000 bitki tiirii bulunmaktadir. insanoglu bu bitkileri
var oldugu giinden bu yana gerek besin maddesi, gerekse tedavi amagli olarak
kullanmaktadir. Bitkilere erisimlerin kolay olmas1 sebebiyle tedavideki kullanimlari
insanlik tarihiyle birlikte baglamistir. Binlerce yil 6nce insanlar, bitkilerin tedavi
edici gliciinii tamimis ve saglikli yasayabilmek icin ondan yararlanmistir. Halk
hekimligi uygulamalarina yaygin olarak rastlanan Anadolu’da kullanilan halk
ilaglar1, uzun tecriibeler sonunda giiniimiize kadar gelmis uygulamalardir. Modern
tipta kullanilan pek ¢ok ilag da bitkilerden elde edilmektedir (Stizer 2008).

ALT sitozolik bir enzimdir ve goreceli olarak karacigere spesifiktir. ALT nin
serumdaki yiikselmis aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda
karaciger hastaliklarinin belirtisi olarak kullanilir. ALP, alkali bir ortamda fosfat
esterlerinin hidrolizini katalizleyen bir enzimdir. Bol miktarlar karaciger ve kemikte,
az miktarda ise bagirsak, plasenta, bobrek ve lokositlerde yer almaktadir. (Pratt ve
Kaplan 1999).

Kreatin proteinlerin par¢alanmasiyla agiga ¢ikan arginin, metiyonin ve glisin
amino asitlerinin bobrek, karaciger ve pankreasta katabolizmasi sonucu endojen
olarak sentezlenen azotlu bir maddedir. Kreatin kas ve beyinde fosforillenerek
yuksek enerjili kreatin fosfat meydana gelmekte ve daha sonra kreatinine doniisUr.
Bobrek yetmezliklerinin tanisinda 6nemli bir yer tutar. Kreatinin, kas ve bdbrek
harabiyetinin belirlenmesi acisindan 6nemli bilgiler veren bir analittir. Kreatinin,
aminoasit metabolizmasinin bir yan Grlnd ve kas dokusu igin bir enerji kaynagidur.

Kreatin kanda dehidrojenlenmis formu olan kreatinin seklinde tasinir.
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Deneyin baglangicinda, onbesinci ve otuzuncu giiniinde alinan kan 6rnekleri
tahlile gonderilerek tiim gruplarin ALT, ALP ve kreatinin degerleri tespit edilmistir.
Analizlerin  sonucunda sadece istatistiksel olarak anlamli bulunan sonuclar
degerlendirilmistir. ALT degerinin Tiirkiye Orneklerinde hem yeraltt hem yeristii
kisminda artis gézlenmektedir. Yer iistii 6rneklerinin %1.0 ‘lik konsantrasyonlarinda
daha fazla artis gézlenmistir. Kazakistan orneklerinde ise sadece yeralti kisminda
anlamli artis gézlenmistir. Yeraltt %1.0 ‘lik konsantrasyonlarinda daha fazla artig
gozlenmistir. Iki iilkenin degerleri kiyaslandigi zaman Tiirkiye yeriistii kismi
ekstraktlarindan daha yiiksek artislar elde edilmistir. ALP degerinin her iki iilke
orneklerinde hem yeraltt hem yeriisti kisminda artis gozlenmektedir. Tirkiye
orneklerinde yer iistii 6rneklerinin %1.0 ‘lik konsantrasyonlarinda daha fazla artis
gozlenmistir. Kazakistan Orneklerinde hem yeralti hem yeriisti 6zitii farkh
bulunurken, yer tstii 6rneklerinin %1.0 ‘lik konsantrasyonlarinda daha fazla artig
gbzlenmistir.

Kreatinin degerinin Tiirkiye 6rneklerinde sadece %]1’lik konsantrasyonlarinda
yeriistii kisminda, Kazakistan orneklerinde ise hem yeralti hem yertistii kisminda ve
konsantrasyonlar arasinda degisimler gozlenmektedir.

Dogada yetisen birgok bitki, icerdigi zengin biyoaktif fitokimyasallar
sebebiyle, sentetik nematisitlere alternatif potansiyel olarak distndlmektedir.
Bitkilerde bulunan toksik bilesiklerden olan sekonder metabolitlerin, sentezlendigi
bitkide primer fizyolojik siirecte cok az derecede 6neme sahip olsa da nematisit
etkileri bakimindan onemleri bulunmaktadir (Tan 2011). Bitkilerdeki biyokimyasal
olaylardan sonra sentezlenen sekonder metabolitler, bitki-zararli iliskilerinde énemli
rol oynarlar. Shanker ve Solanki (2000), sekonder metabolitlerden en énemlilerinin
alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler, tanenler, saponinler oldugunu
belirtmistir. Antihelmint aktivite testi icin helmint grubu olan nematod ornekleri
kullanilmistir. Nematodlara metanol ekstraktlari uygulanmis ve nematodlarin 6lim
stireleri takip edilmistir. Yapilan test sonucunda 11 dakika siire ile en kisa zamanda
olum gostererek antihelmint aktivite gosteren ekstrakt Kazakistan yerlsti 0z0tl
olmustur. Literatirde bu tez c¢alismasinda kullanilan bitkilerin antihelmint
aktivitelerini kiyaslamak i¢in ayni bitki ile yapilmis herhangi bir g¢alismaya
rastlanilamamustir.

Sonug olarak; geofit turinin biyolojik aktivitelerinin arastirildigi bu tez

caligmasinda sonuglar umut vadeci kabul edilmektedir. Bu ¢alisma sonuglarinin gida,
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eczacilik, tip ve dogal tedavi basta olmak lizere bir¢cok alanda dogal bilesiklerin
kullanilmasina yonelik artan ¢alismalara katki saglayacagina inanilmaktadir. Daha
sonraki caligmalarda biyoaktiviteye sahip etken bilesiklerin izolasyonu,
saflastirilmast ve yapisinin aydinlatilmasi ¢aligmalart gergeklestirilebilir. Calisilan
bitkinin farkl 2 tilkede yayilis gostermesi ve iki tilkenin toprak ve bitki 6rneklerinin
ozelliklerinin karsilastirmali olarak ortaya koymasi acisindan onem tasimaktadir.
Calisilan Dbitkinin s6z konusu biyolojik 6zelliklerinin ilk kez bu calismayla
arastiriliyor olmasi, ¢alismanin 6zgiin degerini arttirmaktadir. Sonug olarak, yapilan
caligmalar daha Once mevcut bir ¢alismaya rastlanilmamis bu tiir agisindan son
derece O0zgiin bir ¢aligmadir. Bu nedenle, ongoriilen sonuclarin elde edilmesi yeni
bilimsel verilerin olusturulmasin1  saglayacak, uluslararasi indekslere kayith
dergilerde yayin olusturacak potansiyele sahip olacaktir. Ongériilen sonuglarmn elde
edilmesi olas1 ekonomik deger saglayabilecek, tedavi edici veya iyilestirici
preparatlarin tanimlanmasia veya formiilize edilmesine temel olusturabilecektir.
Tim bunlar yeni bitkisel ilaglarin iiretimine oncelik ederek, her iki tlke icin yeni
ekonomik girdi saglayacaktir. Bu anlamda s6z konusu tez ileride patent ile tescil
edilebilecek ¢iktilar iiretebilecek ve bu ¢iktilardan ekonomik gelir getirebilecek, yeni

calismalara temel olusturabilecek bir ¢alismadir.
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