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OZET Aragtirma Makalesi

Bu c¢alismada, HPLC analizleri sonucunda bitkilerde dogal

glukozinolatlardan progoitrin, epiprogoitrin, glukonapin, Makale Tarihgesi
glukoerusin, glukobrassisin olmak tizere bes farkli glukozinolat Gelig Tarithi  :09.12.2019
farkli miktarlarda belirlenmistir. 1. tinctoria ve I tinctoria subsp. Kabul Tarihi :13.03.2020
corymbosa’da koklerinde ana bilegenler progoitrin ve glukobrassisin

iken, diger tug¢ tirde glukonapin ve glukobrassisin olarak Anahtar Kelimeler
bulunmustur. Govdeye oranla kokte daha yuksek oranda Isatis

glukozinolat, fenolik, flavonoid madde ve protein miktar: tespit Glukozinolat

edilmistir. Ayrica kok ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin Antioksidan

govdeye oranla daha ylksek oldugu bulunmustur. Bitkilerin kok ve Antimikrobiyal

govde ekstraktlarimin her ikisi de gram pozitif bakterilerin Yag asitleri
biyumesini inhibe ederken, gram negatif bakterilerin biiyiimesini
yalnizca kok ekstraktlarinin inhibe ettigi gorilmustur. 1. aucherii, I.
buschiana, I candolleana, I tinctoria ve 1. tinctoria subsp.
corymbosa tohumlarimin yag icerikleri sirasiyla % 30.41, 37.55,
38.43, 28.79 ve 36.45 olarak elde edilmigtir. Caligilan tum tiirlerde
yagin énemli bir kisminin doymamis yag asitlerinden (oleik, linoleik,
alfa-linolenik, cis-11 eikosenoik ve erusik asit) olustugu

belirlenmigtir.

The Analysis of Seed Oil with Bioactivity of Root and Stem Extracts of some Endemic and Native
Isatis L. Species

ABSTRACT Research Article
In this study, five different glucosinolates including progoitrin,
epiprogoitrin, gluconapine, glucoerucine, glucobrassicin were Article History
determined in different plant species by using HPLC. The main Received -09.12.2019
constituents of I tinctoria and I tinctoria subsp. corymbosa roots Accepted ©13.03.2020
were progoitrin and glucobrassicin, while the other three species
contained gluconapine and glucobrassicin. A higher amount of Keyv'vords
glucosinolate, phenolic, flavonoid substance and protein were Isatis )
detected in the plant roots than in the stems. The antioxidant Glu.cos'lnolate
activity of root extracts was found higher than the stem. The root Ant?ox.ldan"c
and stem extracts of plants showed significant inhibition on gram- AntlmlC?Oblal
Fatty acid

positive bacteria, but the only root extracts showed inhibition on
gram negative bacteria. The oil content of I. aucherii, I. buschiana, I.
candolleana, I. tinctoria and I tinctoria subsp. Corymbosa seeds
were 30.41%, 37.55%, 38.43%, 28.79% and 36.45%, respectively.
Major fatty acid component of the all plant species studied were the
unsaturated fats like oleic, linoleic, alpha-linolenic, cis-11 eicosenoic
and erucic acid.

To Cite : Comlekcioglu N 2020. Bazi Endemik ve Dogal Isatis Tiirlerine Ait Kok ve Gévde Ekstraktlarinin Biyoaktivitesi ile
Tohum Yaglarinin Analizi. KSU Tarim ve Doga Derg 23 (4): 860-869. DOI: 10.18016/ksutarimdoga.vi.657322.

GIRIS

Bitkiler 200.000'den fazla farkh tipte kimyasal bilegik
uretmekte olup ¢ok azi, bitkilerin blylmesini ve
iremesini saglayan primer metabitler iken; bu

bilesiklerin ¢ogu, tozlayicilar: ¢eken veya patojen ve
herbivorlara karsi bitkiyi savunan, bitkilerin hayatta
kalmas1 ve ¢ogalmasi i¢in kritik rol oynayan sekonder
metabolitlerdir (Grosser ve Van dam, 2017). Onemli
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sekonder metabolitlerden biri olan glukozinolatlarla
(GLs) ilgili ilk gozlem 17. yy'in baslarinda yapilmis
olsa da, 1956’da Ettlinger ve Lundeen,
glukozinolatlarin ginimtuzde kabul edilen yapisini
ilk kez oOnermigler ve daha sonra GLs’larin ilk
kimyasal sentezini tanimlamiglardir. Son 40 yilda
GLs'larin biyolojisi ve kimyasi ve onlarin bitkiler
arasindaki dagilimlari {izerine pek ¢ok c¢alisma
yapilmistir (Fahey ve ark., 2001; Wittstock ve
Halkier, 2002; Steinbrecher ve ark., 2009; Arora ve
ark., 2016).

Brassica bitkilerinin 6nemli ikincil metabolitlerini
olusturan glukozinolatlarin konsantrasyonu ve
bilesimi; sicaklik, hidrasyon, demir varligi, bocekler
ve toprak pH’s1 gibi bircok c¢evresel faktorden
etkilenmekte ve ayni bitki i¢indeki farkli dokular
arasinda bile buyuk o6l¢iide farklilik géstermektedir
(Navarro ve ark., 2012; Sun ve ark., 2018). Fakat bir
turtin hangi GLs tipini sentezleyecegi genetik yapiya
bagh olarak gelismektedir (Sarikamis ve ark., 2008).
Suana kadar, 140'dan fazla farkli glikozinolat
tanmimlanmigtir  (Kumar, 2017). GLslar farklh
aminoasit onciillerinin yapilarina bagh olarak (1)
metionin, izolésin, 16sin veya valin’den tirevlenen
alifatik GLslar, (i) fenilalanin veya tirozin'den
tirevlenen aromatik GLslar, (ii) triptofandan
turevlenen indol GLg’lar, olmak iizere ¢ sinifa
ayrilmaktadir (Redovnikovic ve ark., 2008).

Glikozinolatlarin ve bunlarin par¢alanma tiriinlerinin
hepsinin gii¢li biyolojik aktivite sergiledigi yaygin
olarak kabul edilmektedir (Cartea ve Velasco, 2008).
Crucifer bitki dokular1 mekanik hasara ugradiginda,
glukozinolatlar, o6zellikle prostat, kolon ve akciger
kanseri riskini azaltmada etkili oldugu kanitlanan
izotiyosiyanatlar1 stabilize etmek i¢in myrosinaz ile
reaksiyona girer (Mewis ve ark., 2016; Zhang ve ark.,
2018; Nuifez-Iglesias ve ark., 2019). Glikozinolatlara
ek olarak, Brassica sebzeleri askorbik asit,
karotenoidler ve cesitli fenolikler dahil olmak tizere
saglig1 tesvik eden bircok bilesik icerir (Sun ve ark.,
2018). Sebzeler insan beslenmesinde vazgecilmezdir
ve besinsel 6zellikleri i¢in degerlidir.

Bu calisma, Kahramanmarag’ta dogal olarak yetisen
Isatis buschiana, Isatis candoleana (endemik), Isatis
tinctoria subsp. corymbosa ve Isatis aucherii
(endemik) ve bir kiiltiir formu olan Isatis tinctoria
tizerine yapilmistir. Glukozinolatlarla ilgili yapilan

calismalar genelde ginlik yasantida tiiketilen
brokoli, tere, lahana gibi bitkiler {zerine
yogunlagmistir. Yapilan literatiir taramasinda 7.

tinctoria uzerinde c¢aligmalar varken, diger tirler
tuzerinde c¢ok az calisma bulunmaktadir. Ayrica
bitkinin boya elde edilen ve ekonomik degeri yiiksek
yapraklar1 tizerine yogunlasildigi, diger organlarinin
besleyici bilesimi ile ilgili ¢ok az galisma yapildig
gorilmustir. Boylece bu g¢alismanin amaci, cesitli
¢ivitotu tiirlerinin farkh organlarindaki sagligi tegvik
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eden ana bilesiklerin ve antioksidan aktivitelerin
icerigini ve bilegsimini tespit etmektir. Bu bulgular
insan beslenmesi i¢in bir rehber saglayacaktir. Bu
calismayla adi gegen ¢ivitotu tirlerinin koék ve
govdelerindeki dogal (intakt) glukozinolat, toplam
fenolik ve flavonoid igerik, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite ve protein-kiil miktarlar1 ile
Isatis tohumlarinin yag igerigi arastirilmis ve yag
asidi kompozisyonun analizi GC-MS’te yapilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Bitki Materyali

I aucherii (endemik) ve I candolleana (endemik)
bitkileri ~Kahramanmaras sehir  merkezindeki
Ahirdagindan (960 m) Haziran ayinda toplanmistir.
I tinctoria subsp. corymbosa Piuren Gegidi-
Goksun/Kahramanmaras ve I buschiana bitkileri
Cardak Koyu-Goksun/Kahramanmarag'taki yetistigi
dogal alanlardan (sirasiyla 1300-1400 m ve 1200-1250
m) toplanmistir. Bitkiler Flora of Turkey’e gore, Prof.
Dr. Ahmet ILCIM tarafindan teshis edilmistir (Davis,
1965). I. aucherii (1782), I buschiana (1735), I
candolleana (1737) ve I tinctoria subsp. corymbosa’ya

(1786) ait herbaryum 6rnekleri KSU-Biyoloji
Bolimi'ne ait herbaryumda saklanmaktadir. 1
tinctorianmin tohumlari, IPK-Institute for Plant

Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben,

Almanya'dan temin edilmig ve
Kahramanmarag/Turkiye'de yetistirilmigtir.

Ornek Hazirhg

Bitkiler toplandiktan sonra oda sicakliginda,
rutubetsiz bir ortamda kurutulmustur. Kurutulan
ornekler  laboratuvar ogutiiciisinde (Waring

Commercial) 6giitiilerek toz haline getirilip, deneyde
kullanilmak tizere 151k ve nemden korunarak cam
siselerde saklanmigtar.

Kiil ve Protein Igeriginin Belirlenmesi

Bitki 6rneklerin kil igerigi, Avrupa standardi UNIEN
1477527 yontemi kullanilarak, protein icerigi ise
AOAC28 yontemi kullanilarak belirlenmistir (AOAC,
1990; En, 2009). Analizler, sirasiyla kiil ve protein
metotlar1 i¢in 5 g ve 2 g bitki numuneleri kullanilarak
yapilmistir. Tim deneyler ti¢ kez tekrar edilmigtir.

Tohum Yag Icerii ve Yag Asidi Kompozisyonunun
Belirlenmesi

Tohumlardan soksalet metoduyla elde edilen sabit
yag icerisindeki yag asitlerinin analizi GC-MS ile Li
ve ark. (2012)a gére yapilmistir. GC-MS analizleri
Schimadzu GC 2025 sistemi ® ile gerceklestirilmigtir.
TRCN-100 (60m x 0,25 mm x 0,20 pum film thickness)
SE-54 fused silika kapiler kolon kullanilmigtir.
Elektron enerjisi 70 eV’tur. Enjeksiyon miktar1 1 pl’
dir. Ornekler 80 °C’de 2 dakika bekletildikten sonra
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sicaklik dakikada 5°C artirithip 140 °C’de 2 dakika
tutulmustur. Bu iglemi takiben, dakikada 3°C’lik bir
artigla 240 °Cda 5 dakika daha bekletilmigtir.
Toplam analiz stresi 61 dakika olarak ayarlanmigtir.
Enjeksiyonlar split modda (1:50) 240 °C 1sida
gerceklestirilmistir ve dedektor sicakligr 250 °C’ dir.
Helyum tasiyici gaz olarak kullanilip ve akis hizi
30ml/ dk’ya ayarlanmigtir. Kullanilan gaz akiglar
Hs= 40ml/dk ve kuru hava =400 ml/dk olarak
belirlenmigtir.

Intakt Glukozinolatlarin Ekstraksiyonu ve HPLC
Analizi

Bitki ekstraktlarinin intakt glukozinolat igerikleri
Mohn ve ark. (2007’nin metoduna gore baz
modifikasyonlar yapilarak HPLC’de analiz edilmistir.
Analiz C18 kolonda (Nucleosil 100-5 C18, 250 x 4.6
mm), DAD detektorli HPLCde (Shimadzu, Kyoto,
Japan) yapilmistir. Mobil Faz A: 10mM amonyum
format ve B: asetonitril olmak tizere iki c¢oziicliden
olusan tasiyici faz ile 1 ml/dk’lik akis hizinda analiz
edilmigtir. Analiz UV dedektér ile linear gradient

programda 229 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir. Kolon sicaklign 25 <C’dir.
Glukozinolatlarin miktarinin pmol/g kuru agirhik
cinsinden hesaplanmigtir. Sinigrin, progoitrin,
epiprogoitrin, glukonapin, glukoerusin ve
glukobrassisin  glukozinolat standartlar1 olarak

kullanilmigtir. Tim olgimler 3 tekerriirli olarak
yapilmig ve ortalama degerler kullanilmigtir.
ile

Toplam Fenolik ve Flavonoid Icerikleri

Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Toplam fenolik icerik tayini: Orneklerin toplam
fenolik icerigi Folin-Ciaceltacou Reaktif (FCR)
metodu kullanilarak Obanda ve ark. (1997)'in metodu
modifiye edilerek yapilmigtir. Standart olarak gallik
asit (Sigma) kullamilmistir. Hazirlanan soliisyonlar
spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ 150,
USA) 750 nm’de okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri gallik asit c¢ozeltileri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi yardimiyla mg gallik asit esdegeri
(GAE)/g kuru érnek agirhigi cinsinden verilmistir.

Toplam flavonoid icerik tayini: Bitki
ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerigi Chang ve
ark. (2002)a  goére spektrofotometrik  olarak
belirlenmigtir. Standart soliisyon farkh
konsantrasyonlarda (25-200 pg/mL) yukaridaki
metoda gére hazirlanan quercetin (Sigma) ile
hesaplanmigtir. Absorbans 415 nm’de
spektrofotometrede  okunmusgtur. Elde edilen

absorbans degerleri pg quercetin esdegeri/g kuru
ornek agirligina dontstirilmustir.

Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) metodu:
Antioksidan kapasite (serbest radikallerin
indirgenme kapasitesi) Brand-Williams ve ark. (1995)
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tarafindan tanimlanan DPPH metodu modifiye
edilerek belirlenmigtir. Her bitki ekstraktindan
seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda solisyon
hazirlanmistir. Askorbik asit pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Sonuglar, DPPH serbest radikallerinin
%50’sini  indirgemek ic¢in gereken konsantrasyon
degeri olan ICso olarak gosterilmistir.

FRAP (ferric reducing antioxidant power) metodu:
Demir iyonu indirgeyici antioksidan giiciin (FRAP)
belirlenmesi Benzie ve Strain (1996)a gore
yapilmigtir. Bitki ekstraktlarindan 50 pl, 2mllik
ependorf tiuplerine aktarilmig ve tizerine 600 ul FRAP
ajam eklenmigtir. Absorbans 593 nm’de 6l¢iilmuistur.
Sonuclar askorbik asit (100-1000 umol/L) kalibrasyon
grafigi kullanilarak pmol askorbik asit egdegeri/g
kuru bitki agirligi olarak hesaplanmistir.

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi, Klinik
Laboratuar Standartlar: Ulusal Komitesime (NCCLS)
gore oyuk agar diftizyon metodu ile belirlenmistir
(NCCLS, 1993). Testlerde Gram negatif bakterilerden
(Escherichia coli, Enterobacter cloacae) ve Gram
pozitif bakterilerden (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis) kullamlmistir. Bakteriler Mueller Hinton
Agar’da 37 °Cde aktive olmalar1 i¢in kiltire
alinmigtir.  DMSO  (dimetil siilfoksit) igerisinde
¢oziilen bitkisel ekstraktlar (16 mg/ml), 6 mm ¢apinda
aseptik kosullara uyularak agilan oyuklara 50 pl ilave
edilmis ve 0,5 McFarland turbiditesine serum
fizyolojik ile sulandirilan (108 hiicre/ml) kiiltiirden
100 pl bakteri asilanan petri kutular1 37 °C’de 24
saat, (2.1x103 hiicre/ml) maya asilanan petri kutulari
da 30 °Cde 24-48 saat silire ile inklbe edilmigtir.
Inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonlar1 mm olarak
olciilmiistiir. Ayrica DMSO (50 pl) ¢oziicii kontrolii
olarak kullanilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Isatis Tirlerinin Protein, Kiil, Tohum Yag Icerigi ve
Yag Asidi Kompozisyonuna Ait Bulgular

Bu calismada incelenen I[satis tlrlerinin kok ve
govdelerindeki  protein ve kil miktarn ile
tohumlardaki yag miktar1 sonuglari Cizelge 1'de,
tohum yaglarinin yag asidi kompozisyonlarina ait
sonuclar ise Cizelge 2’de verilmigtir. Kok ve
gévdelerin ortalama protein miktar: sirasiyla, % 6.16-
13.1ve % 1.83-4.46 arasinda degismektedir. Kok ve
gévdelerin ortalama kil miktarlarinin ise % 3.2-4.91
ve % 2.07-2.54 arasinda degistigi gorilmustir.
(Cizelge 1). Isatis tiirlerine ait tohumlarin yag
miktarlar: ise % 28.79 ile 38.43 arasinda degismistir.
Kok ve govdedeki en yiiksek protein igerigi, sirasiyla
% 13.1 ve % 4.46 ile I tinctoriada gozlenmigtir. 1.
candolleana (% 38.43) ve I buschiana tohumlarinin
(% 37.55) yag iceriklerinin diger tiirlerden daha
yiksek oldugu gorulmistir.
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Cizelge 1. Kok ve govdelerin protein ve kiil miktarlari ile tohumlarinin yag icerigi (%)
Table 1. Root and stem protein and ash content and oil content of seeds (%)
Kok / Root Govde / Stem Tohum / Seed
Protein Miktari Kul Miktar: Protein Miktar1 Kul Miktar: Yag miktari
The Amount of The Amount of The Amount of  The Amount of The Amount of
Protein Ash Protein Ash 0Oil
I aucherii 7.13+0.86 4.25+0.67 2.34+0.34 2.14 +0.26 30.41+ 0.33
1. buschiana 9.73+0.42 3.98+0.56 3.23+0.61 2.07+0.34 37.55+0.19
1. candoleana 6.16+0.38  4.91+0.37 1.83+0.19 2.45+0.15 38.43 +0.34
I tinctoria 13.1+0.75 3.2+0.75 4.46 +0.34 2.25+0.74 28.79 + 0.66
I tinctoria subsp. corymbosa 8.32+0.27 4.53+0.35 3.12+0.11 2.54 + 0.44 36.45 + 0.38
Cizelge 2. Isatis tiirlerine ait tohumlarin yag asidi kompozisyonlar: (%)
Table 2. Fatty acid compositions of seeds of Isatis species (%)
Ltinctoria
Laucherii I buschiana I.candolleana I tinctoria subsp.
corymbosa
C12:0 Lauric Acid 0.05 0.02 0.01 0.35 0.04
C14:0 Myristic Acid 0.24 0.10 0.07 1.38 0.06
C15:0 Pentadecanoic Acid 0.07 0.04 0.04 0.19 0.04
C16:0 Palmitic Acid 5.62 4.93 3.81 8.52 4.59
C17:0 Heptadecanoic Acid 0.09 0.10 0.04 0.15 0.06
C18:0 Stearic Acid 2.14 1.49 1.14 3.37 1.37
C20:0 Arachidic Acid 0.86 1.07 0.97 1.10 0.76
C24:0 Lignoceric Acid 0.36 0.29 0.32 0.45 0.50
C17:1 Cis-10-Heptadecanoic Acid 0.10 0.12 0.08 0.10 0.10
C14:1 Myristoleic Acid 0.04 0.01 0.01 0.20 0.04
C16:1 Palmiteloic Acid 0.29 0.28 0.21 0.44 0.22
C18:1 Oleic Acid 20.44 17.26 17.22 20.90 16.18
C20:1 Cis-11-Eicosenoic Acid 8.71 9.46 7.45 8.00 8.89
C22:1 Erucic Acid 21.48 21.68 26.45 17.36 24.89
(C24:1 Nervonic Acid 3.565 2.47 1.83 2.28 2.88
C18:2 Linoleic Acid 10.60 10.81 12.58 10.25 8.21
C18:3 gama-Linolenic Acid 0.10 0.02 0.11 0.10 1.15
C18:3 alfa-Linolenic Acid 22.86 27.27 24.73 23.05 28.18
C20:2 Cis-11,14-Eicosadienoic Acid 0.55 0.79 0.76 0.38 0.62
C20:3 Cis-8,11,14-Eicosatrienoic Acid 0.04 0.05 - - -
C20:3 ci1s-11,14,17-Eicosatrienoic Acid 0.59 0.68 1.46 0.57 0.72
C20:5 c1s-5.8.11.14.17-Eicosapentaenoic Acid 0.07 0.20 0.32 0.08 0.09
C22:2 cis-13.16-Docosadienoic Acid - - 0.05 0.11 0.18
C22:6 cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic Acid 1.16 0.85 0.35 0.69 0.24
Doymus Yag asidi Orani (SFA)
Saturated Fatty Acid Ratio 9.42 8.04 6.39 15.49 7.42
Tekli Doymamis Yag Asidi Oran1 (MUFA)
Monounsaturated Fatty Acid Ratio 54.62 51.29 53.25 49.28 53.20
Coklu Doymamis Yag Asidi Oran1 (PUFA) 35.97 40.68 40.36 35.93 30.37

Polyunsaturated Fatty Acid Ratio

Isatis tohum yaglarimin GC-MS analizi sonucunda 23
farklh  yag asidi igerdigi  gorulmustir. Isatis
tohumlarinin major yag asitlerinin oleik, linoleik,
alfa- linoleik, cis-11-eikosenoik ve erusik asitler
oldugu bulunmustur. Kizil ve ark. (2009), Tiirkiye’den
aralarinda [ aucherii ve I tinctoria’ nmin da
bulundugu 7 farkli Isatis turiine ait tohumlarin yag
asidi bilesimini arastirmiglardir. Bu c¢alismayla
karsilastirildiginda baz1 farkliliklar dikkat
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¢ekmektedir. Tohumlardaki yag igeriklerinin %4-10
arasinda degistigini; ayrica 1. aucheriide %4 iken, 1.
tinctoriada %10 oldugunu Dbelirtmiglerdir. Bu
calismada ise tohumlarin yag igerigi %28.79-38.43
arasinda degismekte olup, 1. aucheriide %30.41 iken,
I tinctoriada %28.79 olarak bulunmustur. Her iki
¢alismada turlerdeki major yag asidi profili benzer
bulunmustur. I aucheriihin yag asidi bilegimi
karsilastirildiginda erusik asit miktarlar1 (%21.84)
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benzer, palmitik asit (%8.74) ve oleik asit (%24.91) bu
calismaya gore daha yiksek, fakat linoleik asit
(%5.93), linolenik asit (%18.65) ve cis 11-eikosenoik
asit miktarlarinin (%6.51) bu calismadan daha diisiik
oldugu gériilmektedir. Kizil ve ark. (2009), 1.
tinctoriahin palmitik asit (%11.18), cis-11-eikosenoik
asit (%10.40) ve erusik asit (%26.48) miktarlarim
daha yiiksek; fakat linoleik (%2.74), oleik (%14.64) ve
linolenik asit (%14.05) miktarlarini ise daha diisiik
bulmuslardir. Bagar ve Ozgelik (2009), I
candolleananin dahil oldugu 6 Isatis tirine ait

tohumlarin yag asidi bilesimini arastirdiklar
calismalarinda, [ candolleanahin tohum yag
miktarimi = %26.1 bulmuslardir ki bu bizim

sonuclarimiza (%38.43) gére oldukca diisiiktiir. Major
yag asidi profili, doymamis yag asidi (%87.2) ve
doymus yag asidi (%8.31) oranlar1 da oldukca benzer
bulunmustur. Oleik asit (%14.5), cis-11-eikosenoik
asit (%7.56) ve linoleik asit (%15.86) oranlar1 benzer
iken, bu calismaya gore erusik asiti (%14.2) disik,
alfa-linolenik asiti (%31.2) 1ise daha yiiksek
bulmusglardir. Yag asidi igerigi ve kompozisyonunun
sicaklik, lokasyon, giines 15181 gibi ¢evresel kogullarin
yani sira toplanma zamanindan etkilendigi
bilinmekte olup, farkliliklarin sebebi bunlardan biri
olabilir (Karaca ve Aytac, 2007).

Lipid profillemesi ve lipidomiklere gosterilen ilgi,
diyabet, obezite, Alzheimer gibi bir¢ok insan
hastaliklarinda lipidlerin iyi taninan rolleri nedeniyle
artmaktadir. Lipid profillerinin incelenmesi, lipid
molekiiler tlrlerinin saghk ve hastaliklardaki
spesifik rolleri hakkinda bilgi verir, ayn1 zamanda
potansiyel koruyucu veya terapotik  biyolojik
belirteglerin  belirlenmesine  yardimc1  olabilir
(Mohanty ve ark., 2013). Insan viicudu uygun
enzimlerin bulunmamasi nedeniyle PUFA'lar1 (coklu
doymamis yag asitleri) sentezleyemez dolayisiyla, bu
yaglh asitlerin besin yoluyla disaridan alinmasi
zorunludur (Orsavova ve ark., 2015). Oleik asit en iyi
bilinen tekli doymamis yag asididir ve kolesterol
seviyelerinde, kan basincinda ve ¢esitli insan
kanserlerinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir
(Sakamato ve ark., 2017). Ayrica oleik ve alfa
linolenik asitlerin, kalbi korudugu, kan basincini
diizenledigi ve tip-2 diyabet riskini azalttigi
bilinmektedir. Farkli konsantrasyonlarda oleik,
linoleik ve alfa-linolenik asitlerin bulunmasi, yagin
degerini arttirir (Sharma ve ark., 2016). Calisilan
tim Isatis tohumlarinda bu 3 yag asidi major yag
asitleri olarak bulunmaktadir. Doymamig yaglarin
(MUFA'lar ve PUFA'lar) uzun émiirlii ve saghkl bir
yasam icin hayati oldugu kanmitlanmistir (Sharma ve
ark., 2016). Erusik asit bakimindan zengin yaglar
besinsel agidan uygun bulunmaz ve kalp kasinda
onemli miktarda yag birikmesiyle kalp
hastaliklarinaneden olabilecegi bildirilmektedir ki
(Sharif ve ark., 2019), bu durum erusik asit iceren
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Isatis tohumlari i¢in bir dezavantaj olarak goriilebilir.
Ancak polietilen filmlerde anti-blokaj ajanlar: ve celik
sac endustrisinde antikorozif malzemeler olarak,

yumusatici  endiistrisinde yaglayici, yapistirica,
biyolojik olarak bozunabilir plastik Urinlerin
Uretiminin yanisira kozmetik endistrisinde

kullanilmaktadir (Cartea ve ark., 2019). Ayrica sinir
sistemine zarar veren ve ¢ok uzun zincirli yag
asitlerinin birikimi ile iligkili bir genetik bozukluk
olan adrenolékodistrofiyi (X-ALD) tedavi etmek icin
terapotik dozlarda uygulanan eriisik asit igin tibbi bir
uygulama da bulunmustur (Moser ve ark., 2007). Bu
nedenle, Isatis tohum yaglarinin yag asidi bilesimleri
tipki kanolada oldugu gibi, geleneksel ve molekiiler
1slah  yoluyla spesifik amacglara goére modifiye
edilebilir. Civitotu tiirlerinin tamaminda yagin biyik
bir oranda tekli ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden
olustugu gorilmektedir. Doymamis yag asitlerinin
orani ise oldukca dusiktir, yalnizca I tinctoria
tohumlarinda diger tiirlere nazaran biraz daha
yuksek oldugu gorulmektedir. Ayrica 1. tinctoria
tohumlarinin tekli ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin
orami diger turlere nazaran biraz daha dustiktir.

Tekli doymamis yag asitlerince zengin diyetin
karbonhidrat¢ca zengin diyetle karsilagtirildig:
bilimsel raporlarda, achk kan sekerinde,

trigliseritlerde, viicut agirhiginda ve sistolik kan
basincinda 6nemli distsler gorulirken, yalnizca HDL
kolesteroliinde artig goriilmiistiir (Qian ve ark., 2016).
PUFA, MUFA ve SFA ile kolorektal kanser riski
arasindaki iligkinin degerlendirildigi bagska bir
calismada, oleik, palmitoleik ve linoleik asitlerin
kolorektal kanser riskini azaltirken, doymus bir yag
asidi olan stearik asitin bu riski arttirdig1 sonucuna
ulasilmistir (May-Vilson ve ark., 2017). Bu calismada
Isatis tohum yaglarimin bu riski azaltan oleik ve
linoleik asitleri yuksek miktarda icerirken, riski
arttiran stearik asiti ise oldukg¢a diisiik miktarlarda
icerdigi gorilmustir.

Isatis Tirlerinin Kék ve Govdelerinde Intakt
Glukozinolat Analizine Ait Bulgular

Isatis tirlerinin kurutulmus kok ve goévdelerindeki
intakt glukosinolatlarin ekstraksiyonunu takiben
yapilan HPLC-DAD analizi sonucunda elde edilen,
glukozinolat igeriklerine ait ortalama degerler Cizelge
3’te gosterilmistir. Cizelge 3.te de goruldigu gibi,
dordi alifatik biri indol grubundan olmak tlizere bes
adet glukozinolatin tayini yapilabilmistir. Isatis
turleri arasinda glukozinolatlarin dagilimi ve
miktarlarinda farkhilik gézlenmistir. Progoitrin
yvalmzca I  tinctoria ve I tinctoria subsp.
corymbosada varken; diger dort glukozinolat, tim
turlerde degisen miktarlarda bulunmaktadir. 17
tinctorita ve 1. tinctoria subsp. corymbosada
progoitrin ve glukobrassisin, diger ¢ tiirde ise
glukonapin ve glukobrassisin baghca glukozinolatlar
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olarak tespit edilmigtir. Kokle karsilastirnldiginda
gévdenin glukozinolat igerigi daha disuk olarak
bulunmustur.

Epiprogoitrin ve progoitrinin parcalanma urinleri
olan -goitrinin, Cin Farmakopesinin 2010 baskisinda
temel biyoaktif bilesenlerden biri oldugu belirtilmigtir
Xie ve ark., 2011). Baglica glukozinolatlar:
progoitrin ve glukobrassisin olan /1. tinctoria ve I
tinctoria subsp. corymbosa kokleri bu bakimdan 6ne
citkmaktadir. Glukozinolatlarin igerigi ve bilesimi,

ve 1klim kosullarina baghh olarak degistigi
belirtilmistir (Kumar, 2017). Bu c¢alismada da
glukozinolat igerik ve miktarlarinin, turlere ve
incelenen organa gore degistigi gortlmustir.
Glukonapin ve glukobrassisinin hidroliz {riinleri,
indol-3 karbinol, izotiyosiyanatlar, nitriller ve
epitiyonitrillerin, insan saghigi tUzerinde olumlu
etkileri vardir (Padilla ve ark., 2007). Bu nedenle,
gelecekteki 1slah amaglar: igin en umut verici tirler,
glukonapin bakimindan zengin olan I buschiana ve

incelenen turlere, gesitlere, lokalitelere, aynmi bitki glukobrassisin ~ bakimindan  zengin  olan I
i¢cindeki bitki kisimlarina, agronomik uygulamalara tinctoria dur.
Cizelge 3. Isatis kok ve govde ekstraktlarinin glukozinolat igerikleri
Table 3. Glucosinolate contents of Isatis root and stem extracts
Alifatik GLs (umol/g) Indol GLs (umol/g)
Progoitrin  Epiprogoitrin Gluconapin Glucoeuricin Glucobrassicin
Kok / Root - 0.24 £ 0.01 2.84 +£0.34 0.16 £ 0.04 1.32 +£0.23
1. aucherii Govde/ Stem - 0.21+0.02 0.014+0.01 0.032+0.01 0.13 +0.03
Kok / Root - 0.44+0.02 12.97+0.51 0.28+0.14 1.45+0.34
1. buschiana Govde/ Stem - 0.15+0.01 0.05+0.03 0.06+ 0.02 0.14 £ 0.06
Kok / Root - 0.94+0.12 1.35+0.23 0.11 +£0.01 1.03+0.14
1. candolleana Govde/ Stem - 0.17+0.04 0.09+0.04 0.09+0.03 -
Kok / Root 8.58+0.35 0.24+0.08 2.02+0.13 1.12+0.06 4.31+0.19
I tinctoria Govde/ Stem  0.06+0.02  0.06+0.03 0.06+0.01 0.04+0.01 0.17 +0.03
I tinctoria subsp. Kok / Root 5,66+0.21 0.34+0.07 2.14+0.23 0.31+0.06 1.86 £ 0.31
corymbosa Govde/ Stem  1.21 £0.03 0.12+0.01 0.04+0.02 0.05+0.01 0.15+ 0.04
Isatis Tiirlerinin Toplam Fenolik ve Flavonoid uyumlu oldugu gorulmustir, I candolleana'da yiksek

Icerikleri Ile Antioksidan Aktivitesine Ait Bulgular

Bitki materyallerinden cesitli ¢oziiciler yardimiyla
antioksidan bilegiklerin izole edilmesi igin c¢esitli
ekstraksiyon teknikleri gelistirilmistir. Su, etanol,
metanol, aseton ve etil asetat en yaygin kullanilan
ekstraksiyon solventleri arasindadir. Solvent tipi,

antioksidan aktivite go6zlenirken, diger tiirlerde

benzer degerler kaydedilmistir.

Bitkiler, tokoferoller ve fenoliklerin de dahil oldugu,
dogal antioksidanlarin  zengin  kaynaklaridair.
Insanlara besin bilesenleri veya spesifik koruyucu
ilaclar olarak tedarik edilen antioksidan o6zellikler

bitkilerde var olan  antioksidan  bilesiklerin sergileyen  bitkilere artan bir ilgi  vardir.
ekstraktlara gecirilmesinde oOnemli bir etkiye Antioksidanlar, insan viicudunu, kanser,
sahiptir. Bu nedenle, ¢Ozlicunlin iltihaplanma, diyabet, romatoid artrit ve reaktif
secimi/optimizasyonu, antioksidan aktivitenin oksijen tiirlerinin (ROS) biyolojik molekiillerle
belirlenmesi icin ¢ok énemlidir (Kocak ve ark., 2017). reaksiyonu sonucu olusan kardiyovaskiiler

Bircok arastirmaci antioksidan aktivite etkinligi
tuzerinde metanoliin olumlu etkisini belirttigi i¢in
(Serbetci ve ark., 2012; Fazio ve ark., 2013), bu
calismada ¢6zlicii olarak metanol secilmistir.

Isatis turlerinin kok ve govdelerinde, DPPH ve FRAP
yontemleriyle  belirlenen  antioksidan  aktivite
sonuclar1 ile toplam fenolik ve flavonoid icgerikleri
Cizelge 4'te listelenmigtir. Yapilan analiz sonucunda
Isatis ekstraktlarindaki toplam fenol miktarinin 1.56
ile 5.51 mg GAE g ve flavonoid miktarinin ise 0.12-
1.31 mg QE glarasinda degistigi gérilmustir. Tim
tirlerde koklerin gévdeye oranla fenol ve flavonoid
miktar1 agisindan daha zengin oldugu goriilmektedir.
I candolleana kok ve goévdeleri en yiliksek toplam
fenolik 1icerigine sahipken, flavonoid igerigi tim
turlerde benzer miktarlarda olmustur.

Antioksidan aktivite, fenolik ve flavonoid icerigi ile
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problemler gibi cesitli hastaliklardan koruyabilir (Gai
ve ark., 2013). Dogal antioksidanlar bakimindan
zengin cesitli bitkisel gidalar, potansiyel antioksidan
aktiviteleri nedeniyle diyet yiyecekleri i¢cin daha iyi
bir secimdir. Bununla birlikte, c¢ahgilan Isatis
tiurlerine ait kok ve govdelerin antioksidan etkinligi
hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Cai ve ark. (2004),
I indigotica kokiunin toplam fenolik igerigi ve
antioksidan kapasitesini sirasiyla 4.5 mg GAE g- ve
0.6 umol Trolox g- olarak bildirmistir ki, bu ¢alismada
elde edilen degerlerden daha dugiiktir. Karakoca ve
ark. (2013), I floribundanin k6k metanolik
ekstraktlarinin fenol igerigini 98.23 mg GAE g- ve
antioksidan aktivitesini 123.38 mg AAE g- olarak
elde etmiglerdir fakat bu degerler bu ¢alismada elde
edilen degerlerin oldukg¢a Ttzerindedir. Genetik,
agronomik, gevresel faktorler, ekstraksiyon
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prosedirleri  bitkilerin  biyoaktif bilegenlerinin
seviyelerini etkiler (Yang ve ark., 2013; Filipiak-Szok
ve ark., 2014).

Isatis Tiurlerinin Antimikrobiyal Aktivitesine Ait
Bulgular

Bitkilerin kok ve govdelerinden elde edilen
ekstraktlarinin gram pozitif bakteriler {izerinde
belirgin bir inhibisyon gézlenirken gram negatifler de
sadece kok ekstraktlarinda inhibisyon goérulmustiir
(Cizelge 5.). Kontrol antibiyotigi ile kiyaslandiginda
ve kullanilan ekstraktlarin diigiik orani g6z oniline
alindiginda bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
potansiyeli gorilmektedir. I candolleananmin govde
ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitesi yiksek

bulunurken, kok ekstraktlar1 bakimindan I
buschiananin antimikrobiyal aktivitesi digerlerinden
yiksek bulunmustur. I aucherii, I. buschiana, 1.
candolleana ve I tinctoria subsp. corymbosa
bitkilerinin antimikrobiyal aktiviteleri ilk defa bu
calismada arastirilmigtir. Ullah ve ark. (2017)min
yaptiklar calismada 1. tinctoriamn ¢i¢ek kisimlarinin
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gésterdigi tespit
edilirken, ekstraktlarin gram pozitiflere kars1 daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Heo ve ark. (2012) ise I.
tinctorianin kok ekstraktlarinin sadece
Staphylococcus aureus uzerinde govde
ekstraktlarinmin ise Bacillus subtilis, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus uzerinde aktif oldugunu
bildirmigtir.

Cizelge 4. Isatis ekstraktlarindaki toplam fenolik ve flavonoid igerik ile antioksidan aktivitesi
Table 4. Total phenolic and flavonoid contents and antioxidant activity in Isatis extracts

I tinctoria

I aucherii 1. buschiana L I tinctoria subsp.
candolleana
corymbosa
Fenolik Bilegen Kok / Root 3.14 £ 0.12 3.03+0.18 5.561+0.94 3.06+0.11 3.42+0.14
(mg GAE g-) Govde / Stem  1.56+0.24  1.68+0.81 254+0.41  1.71+0.82 1.84 + 0.36
Flavonoid Kok / Root 1.31 £0.03 1.13+0.21 1.25 £+ 0.07 1.17+0.16 1.10 £0.22
(ug QE g-) Govde / Stem 0.15+ 0.01 0.14+0.012 0.14+0.013 0.13+0.007 0.12 + 0.025
DPPH Kok / Root 2.64+0.14 2.98 +£0.11 2.02 £ 0.02 2.14 £ 0.04 2.69+0.12
(mg dw mL) Govde / Stem 9.35+ 0.56 12.76 £ 0.65 7.76 +0.81 12.59+0.74 10.46 + 0.35
FRAP Kok / Root 3.14 £ 0.31 3.20 +£ 0.22 3.79+0.19 3.29+0.13 3.16 +£ 0.27
(ug AAE g°) Govde / Stem 1.04+0.11 1.12 + 0.04 1.52 + 0.05 0.97 £ 0.02 1.02 + 0.09
Cizelge 5. Isatis kok ve govde ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi
Table 5. Antimicrobial activity of Isatis root and stem extracts
FE.cloaca E.coli B.subtilus S.aureus

Kok Govde Kok Govde Kok Govde Kok Govde

Root Stem Root Stem Root Stem Root Stem
I aucherii 8 11 - 10 8 9 10
Lbuschiana 15 13 - 13 11 13 9
Lcandolleana 9 8 - 12 15 11 14
Ltinctoria 10 10 - 9 10 11 11
I tinctoria subsp. corymbosa 11 - 10 - 11 9 10 8
Gentamicin 18 18 20 20 20 20 20 20

SONUC

Biyoaktif maddelerin saghgimiza faydali olabilmesi
i¢cin, beslenme aligkanliklarinin degistirilmesi ve
koruyucu, 6nlem alici beslenmenin bir yasam tarzi
haline getirilmesi gerekmektedir. Biyoaktif
bilesiklerce  zengin  bitkilerin ¢ok az veya
hastalandiktan sonra tiiketilmesi ile koruma etkisi
yahut tedavi edici ortaya citkmayacaktir.
Glukozinolatlardan tlretilen 1zotiyosiyanatlar,
insanlarda baz1 kanser riskindeki bir azalmaya bagh
olarak kemoprotektif bir etkiye sahiptir. Bu ¢aligsma,
ikisi endemik olmak tizere bes c¢ivitotu tiirinin kok
ve govdelerinin glukozinolat, fenolik ve flavonoid
icerik, antioksidan  aktivite ile  protein-kil
bakimindan degerlendirildigi ik c¢alismadir. 71

tinctorianin kokleri uzak dogu tilkelerinde ¢ay olarak
tuketilmektedir. Buna karsin diger dort tiire ait kok
ve govdelerin bilinen kullanim alam yoktur. Yiiksek
biyoaktif icerige ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
olan bu turlerin saglik agisindan potansiyel faydalar:
bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Sonug¢ olarak,
incelenen turlerin tamaminda koklerin goévdeye
oranla daha  yuksek biyoaktif icerige ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, dogadan
toplanan turlerin biyaoktif bilesen ve biyoaktivite
bakimindan halihazirda kullanmilan 1. tinctoriadan
daha diisiik olmadig hatta bazi verilerin daha yiksek
oldugu bulunmustur. Ayrica bu tirlerin tohumlarinin
I tinctoriaya nazaran doymamis yag asitleri
bakimindan daha =zengin oldugu bulunmustur.
Ayrica, igerdigi erusik asitten dolayi yenilenebilir
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enerji, kimyasal yem stoklari, endiistriyel yaglar ve
stirekli buyluyen biyoekonomiye yapilan vurgu,
endustriyel ZIsatis yaglari igin 6nemli biylme
firsatlar1 saglayacaktir. Bu calisma bir énc¢alisma
olup, tirlerin saghk agisindan potansiyel faydalarini
ortaya c¢ikartmak i¢in daha ayrintili g¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir.
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