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Ozet

Bu ¢aligmada, A. azurea Miller var. azurea bitkisinin yapraklarindaki A vitamini, E
vitamini, C vitamini, malondialdehit (MDA), indirgenmis glutatyon (GSH), yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG) miktarlar1 Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile belirlendi.
A. azurea Miller var. azurea bitkisinin yapraklarindaki A, E, C vitamini, MDA, GSH, GSSG
miktarlari sirast ile 0.76 £ 0.09 pg/g; 0.096 = 0.015 pg/g; 30.88 £ 6.22 ug/g; 255.54 + 26.65
ng/g; 4705.77 £ 478.55 ng/g; 3.21 + 1.74 ug/g oldugu belirlendi. Sonug olarak elde edilen
bulgulardan; A. azurea Miller var. azurea bitkisinin i¢erdigi Glutatyon (GSH, GSSG) ve C
vitamini miktarlar1 agisindan iyi bir kaynak oldugu belirlenmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1
halk arasinda Tort (A. azurea Miller var. azurea) olarak bilinen ve yemegi yapilan bu bitkinin,
antioksidan bir bitki oldugu ve bu bitkinin halk arasinda tiiketiminin yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tort (A. azurea Miller var. azurea), A, E, C vitaminleri, MDA, glutatyon.

Investigation of Amounts of Vitamins A, E, C, Malondialdehyde and Glutathione

in Plant A. azurea Miller var. Azurea
Abstract

In this study, the amounts of vitamin A, vitamin E, vitamin C, malondialdehyde
(MDA), reduced form glutathione (GSH), oxidized form glutathione (GSSG) in leaves of
which have been A. azurea Miller var. azurea sample were determined by using High

Performance Liquid Chromatography. The amount of vitamin A, vitamin E, vitamin C, MDA,



GSH, GSSG in leaves of A. azurea Miller var. azurea were obtained to be 0.76 + 0.09 ug/g;
0.096 + 0.015 pg/g; 30.88 £ 6.22 ug/g; 255.54 + 26.65 ng/g; 4705.77 + 478.55 ng/g; 3.21 +
1.74 ngl/g respectively. As a result of the findings; A. azurea Miller var. Azurea plants
contained in the Glutathione (GSH, GSSG) and in terms of the amount of vitamin C was
determined to be a good source. Due to the characteristics of A. azurea Miller var. azurea
plants that is known as ‘Tort” among the people and made same kinds of local meals and its

antioxidant integrident, it is thought that the consumption of this plant would be useful.
Keywords: A. azurea Miller var. azurea, vitamins (A, E, C), MDA, glutathione.
Giris

Insanlar dogada yetisen bitkileri 6zellikle gida, boya, siis bitkisi ve halk ilac1 olarak
yillarca kullanmaktadirlar. Ozellikle Anadolu insani bitkileri, gida ve tibbi amag igin
kullanmistir [1]. Ozellikle Anchusa L. tiirleri Tiirk halk hekimliginde yara iyilestirici ve
ditiretik maddeler olarak kullanilmaktadir [2, 3]. Ayrica A. azurea Miller var. Azurea’ nin
anti-inflammatory aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [4]. A. azurea Miller var. azurea’nin
koklerinden fenolik bilesiklerin izolasyonu yapilmistir [S]. Halk arasinda ballik otu veya sigir
dili olarak da bilinmektedir. Yaprak, ¢icek ve kok olmak {izere li¢ bolimi de
kullanilmaktadir. Bitkinin tamami idrar artirici ve temizleyicisi olarak kullanilmaktadir.
Koklerinden kirmizi boya elde edildigi, yaprak ve ¢igeklerinin de egzama tedavisinde
kullanildig1 bildirilmistir [6]. Ayrica A. azurea Miller var. azurea’nin yapraklari ezilerek

yapilan karigimin yilan sokmasina kars1 panzehir olarak kullanildig: bildirilmistir [7].

A. azurea Miller var. azurea, bitkisi ile ilgili yapilan literatiir taramasinda; bitkideki A,
E, C vitaminleri, MDA ve glutatyon miktarlar1 ile ilgili yeterli miktarda arastirma
bulunamamuistir. Bu ¢alismada A. azurea Miller var. azurea bitkisinin yapraklarindaki A, E, C
vitaminleri, MDA ve glutatyon miktarlar1 belirlenerek, halk arasinda genelde Tort olarak
adlandirilan ve gida olarak bolca tiiketilen bu bitki hakkinda literatiir bilgisine katkida

bulunmak amaglanmuistir.
Materyal ve Metot

Bu calismada Elazig ilinde yetismis ve halk arasinda Tort (A. azurea Miller var.
azurea) olarak adlandirilan bitkinin yapraklari kullanildi. Bitkinin tiir teshisi Firat Universitesi
Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim dalinda yapildi. Ayrica c¢alismada kullanilan tiim

kimyasallar Merck firmasindan temin edildi ve ¢aligmalarin hepsinde bidistile su kullanildi.
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Bitki Ornegindeki MDA, GSH, GSSG ve C Vitamini Miktarlarinin Belirlenmesi

Yapraklar1 ince dogranmis tort bitkisi Orneginden yaklasik 0.2 gram tartilarak
polietilen tiiplere alindi. Her bir tiip tizerine 1 mL 0.5 M HCIO, ilave edilerek karigtirildu.
Iyice vortekslendi. Daha sonra bu drneklere 9 mL saf su ilave edilerek tekrar karistirildi ve
4500 rpm de 10 dakika santrifiijlenip asilt1 partikiiller ¢oktiiriildii. Orneklerdeki MDA
miktarlarin1 belirlemek tiizere santrifiijlenen siiziintiinlin iist kismindan 20 pL almarak
HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de Inertsil ODS-4 (5 um, 4.6x150 mm) Kolonunda mobil fazi
30 mmol KH,PO, ve metanol karisimi (%65-%35, H3PO, ile pH=4) olan ve akis hiz1 0.4
ml/dk’ya ayarlanarak 254 nm’de MDA tayin edildi [8]. GSH ve GSSG miktarlarini
belirlemek i¢in; santrifiijlenen siiziintiiniin iist kismindan 20 pL alinarak HPLC’ye enjekte
edildi. HPLC’de SUPELCO Analytical EXSIL 100-5 ODS (5 pm, 25 cm x 4.6 mm) kolonu
ve hareketli faz olarak da ¢oziiciisii % 0.1 H3PO,4 olan 50 mM’lik NaClO4 ¢ozeltisi kullanildi.
Hareketli fazin akis hizi: 0.7 mL/dk ayarlanarak 215 nm’de GSH ve GSSG tayin edildi [9].
Bitki ornegindeki C vitamini miktarinin tayini i¢in; yine santrifiijlenmis siiziintiinlin st
kismindan 20 pl alimarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de hareketli faz: 3.7 mM KH,PO,4
(pH:4, H3PO, ile) Akis hizi: 0.7 mL/dk ve Dalgaboyu: 245 nm’de Inertsil ODS-4 (5 pm,
4.6x150 mm) kullanilarak C vitamini tayin edildi [10].

Bitki Ornegindeki A, E Vitamini Miktarlarinin Belirlenmesi

Yapraklar1 ince dogranmis tort bitkisi orneginden yaklasik 0.8’ser gram tartilarak
polietilen tiiplere alindi. Her bir tiip iizerine 5 mL etil alkol ilave edilerek vortekslendi. Daha
sonra bu karisim 3500 devirde 3 dakika santrifiij edildi. Ardindan 6rnekler tizerine 1 mL n-
hekzan ilave edilerek calkalandi. Boylece A, E vitamini n-hekzan fazina ekstrakte edilmis
oldu. Bu ekstraksiyon isleminin iki kez tekrari ile elde edilen n-hekzan ekstraktlari birlestirilip
azot gazi altinda kuruyuncaya kadar buharlastirilarak uzaklagtirildi. Tiipteki kalintt 200 pL
metanolle ¢oziilerek HPLC’de analize hazir hale getirildi. A ve E vitamini tayinlerinde
Supelcosil LC-18 kolonu (25 cm x 4.6 mm x 5.0 um ) ve metanol: su (98:2 v/v) karisimindan
olusmus mobil faz kullanildi. Mobil fazin akis hiz1 1 mL/dk olarak ayarlandi. E vitamini 296
nm, A vitamini 326 nm’de tayin edildi [11-13].

Bulgular

HPLC ile yapilan analizlerde; alinan kromatogramlarin pik alani ve pik yiiksekligi

madde derisi ile dogru orantilidir. Hesaplamalar kromatogramlarin pik alanlar1 ya da pik
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yiiksekliklerine gore yapilabilir. Bu ¢alismada pik yiiksekliklerine gore hesaplama yapilmaistir.
Her bir parametreye ait ¢alisma grafiginin dogru denklemi, regresyon katsayisi ve calisma

aralig1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Parametrelere ait calisma grafiklerinin dogru denklemleri ve regresyon katsayilari ile

calisma araliklari

Parametreler Dogru der:{tltir:;l\l/:r?eg resyen Calisma arahklar
A Vitamini y=0.2247x+0.0453  R*=0.9995 0.1-3.0
E Vitamini y=0.0196x+0.0648  R*>=0.9991 0.3-60
C Vitamini y=2.9893x+0.0025  R*=0.9989 0.2-4.0
Malondialdehit (MDA) y=0.3945x+0.1760  R*=0.9903 0.1-15
Indirgenmis Glutatyon (GSH) y =0.3041x-0.1777 R*=0.9935 1.0-30
Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG) | y =0.1136x-0.0398 R*=0.999 1.0-40

Tablo 2. Tort bitkisinin A, E, C vitamini, MDA, GSH ve GSSG miktarlar1

Parametreler Bitki yaprag (ug/g)
A vitamini 0.76 £0.09

E vitamini 0.096 + 0.015

C vitamini 30.88 £6.22
MDA 255.54 £ 26.65
Indirgenmis Glutatyon (GSH) 4705.77 £ 478.55
Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG) 321+1.74

Analizler lic 6rnek halinde paralel yiiriitiilerek, verilerin aritmetik ortalamalar1 ile

standart sapmalar1 hesaplanmaistir.
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Sonug ve Tartisma

Metabolizmada serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemleri arasinda bir
denge vardir. Bu dengenin serbest radikaller yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak
tanimlanir. Bu stres lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi biyolojik molekiillerde

oksidatif hasarlara yol agar [14-16].

Karotenoidlerin, lipit peroksidasyonunda ortaya c¢ikan radikalleri onleme ve aktif
oksijen tiirlerini durdurma gibi fonksiyonlar1 vardir [17]. Yarpuz bitkisinin (Mentha pulegium
L.) yapraklarindaki A vitamini miktarinin incelendigi calismada, vitamin miktarinin 0.38 +
0.08 ng/g oldugu bildirilmistir [18]. Isgin (Rheum ribes L.) bitkisindeki A vitamini miktarinin
incelendigi ¢alismada [19] ise, bitki ¢esidindeki A vitamini miktarlarinin (0.255 + 0.019 —
0.363 £ 0.015 pg/g) arasinda degistigi bildirilmistir. Calismamizda Tort (A.azurea Miller var.
azurea) bitkisinin yapraklarindaki A vitamini miktarinin (0.76 + 0.09 pg/g) oldugu Tablo 2’de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore tort bitkisinin, hem yarpuz bitkisi hem de 1sgin bitkisine

gbre A vitamini miktar1 bakimindan daha zengin oldugu sonucuna varilmaistir.

E vitamini, lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandiran ve diger
antioksidanlarla beraber kanserin yayilmasin ve tiimoriin gelismesini 6nleyen antioksidan bir
vitamindir [20, 21]. Bulgularimizda Tort (A.azurea Miller var. azurea) bitkisinin
yapraklarindaki E vitamini miktar1 (0.096 + 0.015 pg/g) olarak belirlenmistir (Tablo 2).
Yarpuz bitkisinin yapragindaki E vitamini miktarinin (12.46 + 1.82 pg/g) oldugu bildirilmistir
[18]. Ayrica Kenger (Gundelia Tournefortii) bitkisinde yapilan bir ¢alismada, bitkinin 0.35 +
0.09 pg/g E vitamini igerdigi tesbit edilmistir [13]. Bu sonuglara gore Tort (A. azurea Miller
var. azurea) bitkisinin, yarpuz bitkisi ve kenger bitkisine gore diisiik miktarda E vitamini

icerdigi goriilmektedir.

C vitamini (Askorbik asit); metabolizmada safra asitlerinin sentezi, demirin emilimi,
lipit hidroperoksitlerin olusumunun engellenmesi gibi bircok Onemli gorevlerde yer
almaktadir. Ayrica insan plazmasinda ve hiicre zarinda bulunup, zar1 gecebilen ve singlet
oksijen temizleyicisi olan bir vitamindir [17, 22]. Bulgularimizda C vitamini miktarinin
(30.88 + 6.22 pug/g) oldugu belirlenmistir. Celak bitkisindeki C vitamini miktarinin
incelendigi bir ¢alismada, vitamin miktarinin 14.25 + 2.25 pg/g kadar oldugu bildirilmistir
[23]. Kenger bitkisinin incelendigi ¢alismada [13] ise, bitkinin 19.72 + 2.16 pg/g C vitamini
icerdigi tesbit edilmistir. Buna gore Tort bitkisinin C vitamini miktarinin, hem celak bitkisi

hem de kenger bitkisinden daha fazla miktarda oldugu tesbit edilmistir.
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Metabolizmada olusan serbest radikaller, membranlarin yapisindaki doymamis yag
asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Lipit peroksitlerin par¢alanmasi
sonucunda MDA (Malondialdehit) denilen reaktif karbon bilesikleri meydana gelir [24, 25].
Bitkilerde stresin Oncelikli etkilerinden biri olarak gosterilen lipid peroksidasyonun son
tirtinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) analizleriyle stresin membranlardaki etkileri
gosterilmektedir [26]. Bulgularimizda Tort (A. azurea Miller var. azurea) bitkisinin
yapraklarindaki MDA miktarinin (255.54 + 26.65 ng/g) oldugu (Tablo 2) goriilmektedir.
Yarpuz bitkisinin yapraklarindaki MDA miktarmin incelendigi calismada [18], MDA
miktarinin 17.43 £ 1.57 pg/g oldugu bildirilmistir. Buna gore tort bitkisinin MDA miktarinin
yarpuz bitkisindeki MDA miktarindan fazla oldugu belirlenmistir. Tort bitkisindeki MDA
miktarmin yiliksek olmasi, bitkinin stres altinda oldugunun gostergesi olabilir.

Glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiren 6nemli bir indirgeyici ajan
olup, hiicreyi oksidanlarin zararl etkilerine karsi koruyan antioksidan bir molekiildiir [27, 28].
Ayrica proteinlerdeki -SH gruplarinin korunmasi, amino asitlerin transportu, protein ve DNA
sentezi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapar [29]. Bulgularimizda Tort (A.
azurea Miller var. azurea) bitkisinin yapraklarindaki GSH miktarinin (4705.77 + 478.55
png/g) oldugu (Tablo 2) goriilmektedir. Ciris otunun incelendigi calismada GSH ve GSSG
miktarlarinin sirasi ile 148.02 = 9.22 ng/g; 41.43 £ 4.14 pg/g oldugu [30], yarpuz bitkisinin
yapraklarindaki GSH ve GSSG miktarinin 185.71 + 10.61 pg/g ve 280.48 + 24.58 ng/g
oldugu [18] ve aspir bitkisinin yapragindaki GSH ve GSSG miktarinin ise; 1203.37 + 81.02
ng/g; 358.23 + 53.67 ng/g oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir [31]. Bulgularimizdan
Tort (A. azurea Miller var. azurea) bitkisinin yapraklarindaki glutatyon miktarinin, ¢iris otu,
yarpuz ve aspir bitkisindeki glutatyon miktarlarindan ¢ok fazla oldugu belirlendi. Glutatyon
bitkilerde oksidatif strese karsi en 6nemli bir metabolit olup, neredeyse bitkilerin biitiin hiicre

kisimlarinda bulunmaktadir [32, 33].

Sonug olarak; Tort bitkisinin C vitamini ile Glutatyon miktarlar1 bakimindan zengin ve
antioksidan ozellikte bir bitki oldugu sdylenebilir. Bu bitkinin yapisinda bulunan biyoaktif
bilesiklerin aydinlatilmasiyla, bu bitkinin daha iyi taninacagi ve literatiir bilgisine katki

saglayacagi kanaatindeyiz.
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