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Abstract: In this study, antioxidant and antimicrobial properties and fatty acid compositions of Verbascum tripolitanum were
determined. Total phenolic contents were determined by Folin-Ciocaltaeu method. Antioxidant activity was tested with DPPH
free radical scavenging assay, ferric ion reducing power (FRAP), cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), and f-
carotene-linoleic acid emulsion method. The antimicrobial effects of the V. tripolitanum were tested by the microdilution broth
method against two gram-positive bacterias (Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant S. aureus), two gram-negative bacterias
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli), and one kind of yeast (Candida albicans). The fatty acid compositions were determined
by GC-FID.
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Hatay’da Yetisen Verbascum tripolitanum’un Baz1 Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Oz: Bu calismada, Hatay bolgesinde yetisen Verbascum tripolitanum’un antioksidan ve antimikrobiyal ézellikleri, yag asitleri
icerigi belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemi ile tayin edilmistir. Antioksidan aktivite DPPH
serbest radikal siiptirme yéntemi, Fe*3 indirgeme metodu (FRAP), bakir iyonu indirgeme metodu (CUPRAC), ve p-karoten-
linoleik asit emiilsiyon yontemleri ile test edilmistir. V. tripolitanum’un antimikrobiyal etkisi 2 gram pozitif bakteri
(Staphylococcus aureus, metisiline direngli S. aureus), 2 gram negatif bakteri (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) ve 1 maya
tuirtine (Candida albicans) karst mikrodiliisyon broth metodu ile analiz edilmistir. Yag asitleri analizi icin GC-FID kullanilmistir.
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1. Giris

Serbest radikaller lipidler, karbohidratlar, protein ve
niikleik asitlerle etkileserek hiicre ve doku hasarimn
meydana gelmesine yol agarlar. Yapilan calismalarda
serbest radikallerin bir¢ok kanser tiirii basta olmak tizere
kardiovaskiiler hastaliklar, kronik ve dejeneratif
hastaliklarin  gelismesine neden oldugu bildirilmistir
(Sarikiirketi, Zengin, Aktiimsek, Ceylan, & Sanda, 2015).

Fenolik bilesikler antioksidan aktivite dahil olmak
iizere cesitli biyolojik etkiye sahip olan ve bitkilerde
yaygmn olarak bulunan bilesiklerdir. Meyvelerin,
sebzelerin, tahillarin ve diger bitki materyallerinin
ekstraktlar1 fenolik bilesiklerce zengin olup lipidlerin
oksidatif bozulmasim geciktirerek gidanin kalitesini ve
besin degerini artirirlar (Kahkonen et al. 1999). Bitkilerin
antioksidan ozellikleri sagligin korunmasinda, kanser,
kalp ve damar hastaliklariin énlenmesindeki 6nemli rolii
bilim insanlari, gida tireticileri ve tiiketicilerin bu bitkilere
olan ilgisini artirmaktadir. Sentetik antioksidan ve
koruyucularin yerine kullanilabilecek, ozellikle bitkisel
materyallerden dogal antioksidan ve antimikrobiyal
maddelerin elde edilmesi tizerinde yogun bir ilgi
olusmustur (Faydaoglu & Siirtictioglu, 2013).

Verbascum cinsine ait tiirler de, geleneksel tipta gesitli
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilan  bitkilerdendir.
Anadoluda ¢ok yaygin olarak yetisen Verbascum tiirleri
halk arasinda balgam soktiiriicii ve gogiis yumusatict

olarak kullanilmaktadir. Verbascum tiirlerinin saponin,
iridoid ve feniletanoid glikozitleri, monoterpen glikozitler,
neolignan glikozitler, flavonoidler, steroidler ve spermin
alkoloidler igerdigi belirlenmistir (Tatli & Akdemir, 2004).
Verbascum  tiirlerinin  ekstraktlari, dekoksiyon ve
inftizyonlar1 tiim diinyada ilk ¢aglardan beri geleneksel
tipta tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Kupeli, Tatl,
Akdemir, & Yesilada, 2007). Tiirk geleneksel tedavi
yontemlerinde de Verbascum ¢icek ve yapraklar
ekspektoran, mukolitik, sedatif, ditiretik olarak ve bronsit,
kuru okstirtik, tiiberkiiloz ve astim gibi solonum yolu
hastaliklarinda tedavi edici olarak kullanilmaktadir
(Kozan, Cankaya, Kahraman, Akkol, & Akdemir, 2011).

Bu c¢alismada Hatay/Antakya Dover Koyi
makilikten toplanan V. tripolitanum’un antioksidan ve

antimikrobiyal = o6zelliklerinin yan1 swra yag asidi
kompozisyonu belirlenmistir. ~Antioksidan aktivite
testlerinde BHA (Bitillenmis hidroksianisol) BHT

(Biitillenmis hidroksitoluen) gibi sentetik antioksidan
bilesikler karsilastirma amaciyla kullanilmstir.

2. Materyal ve Metot
2.1. V. tripolitanum

Calismada kullanilan V. tripolitanum bitkisi (Sekil 1)
Mustafa Kemal Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Yelda GUZEL tarafindan Hatay/Antakya
Dover Koyt makiliginden toplanarak tanimlanmustir.

*Corresponding author: hakaradeniz@gmail.com



Danahaliloglu etal. (2019) Comm. J. Biol. 3(2): 79-82.

2.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
2.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:

Toplam fenolik madde miktar1 Folin metoduna gore
belirlenmistir (Blainski, Lopes, & Mello, 2013). V.

tripolitanum ekstre ¢ozeltisi (0.4 mg/ml, 0.25 ml), Folin
reaktifi (%10'luk 1.25 ml) ve NaxCOs ¢ozeltisi (%10'luk 3.75
ml) karistirildiktan sonra karanlikta 2 saat inkiibe edilen
¢ozeltilerin spektrofotometrede 765 nm’de absorbanslar:
olgtilmustiir. Ayni islemler gallik asit (0.4-0.125 mg/ml)
icin de yapilmistir. Sonu¢ 1 gram ekstredeki mg GAE
(gallik asit esdegeri) olarak hesaplanmustir.

tripolitanum. Fotograf, Dog. Dr. Yelda GUZEL
tarafindan c¢ekilmistir.

Sekil 1. V.

2.2.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Stiptirme
Etkisi

Radikal stiptirme aktivitesi Brand, Williams, Cuvelier, &
Berset, 1995 metoduna gore belirlenmistir. V. tripolitanum
ekstre cozeltilerinin (0.4-0.025 mg/ml, 1.25 ml) tizerine
DPPH c¢ozeltisi (6x10° M, 3.75 ml) ilave edildikten sonra
karanlikta 30 dakika bekletilerek spektrofotometrede 517
nm'de absorbanslar1 olctilmiistiir. Ayni  islemler
karsilastirma amaciyla kullanilan BHA ve BHT ¢ozeltileri
(04-0.025 mg/ml, 125 ml) ig¢in de yapilmustir. %

inhibisyon = degerleri asagidaki esitlige gore
hesaplanmistir.
I (%) = (AO - Anumune / AO) x 100

2.2.3. Bakar Iyonu Indirgeme Metodu (CUPRAC)

CuCl (1ml, 1x102 M), neokuproin (1 ml 7.5x103 M) ve
amonyum asetat tamponu (1 ml) karistirilarak toplam
hacim 4.1 ml olacak sekilde x ml ekstre ¢ozeltisi ve (1,1-x)
ml su ilave edilmistir. Aymi islemler 1.0x10-3 M Troloks
¢ozeltisi (50-250 pL) iceren tiiplere de uygulanarak toplam
hacim 4.1 ml olacak sekilde su ve reaktifler ilave edilmistir.
Yarim saat bekletildikten sonra reaktifleri iceren kre karst
450 nm’'de absorbanslar olciilmiistiir. Troloks esdegeri
antioksidan kapasitesi 6rnek absorbansinin Troloksun
molar absorplama katsayisma (e=1.67x10¢ L mol-lcm-1)
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boliinmesi  suretiyle hesaplanmustir Altun,

Ozyiirek, Karademir, & Apak, 2006).
2.2.4. Fe Indirgeme Giicii (FRAP)

(Gugluy,

Bu yontemde, antioksidanlar tarafindan indirgenen
Fe(CN)¢3 Fe(CN)s¥'e doniisiir ve Fe3+ ile Fe[Fe(CN)g]-
kompleksini olusturur (Hou et al.,, 2012). V. tripolitanum
ekstresinin ¢ozeltisi (0.4-0.025 mg/ml, 2.5 ml), fosfat
tamponu (0.2 M, 2.5 ml) ve potasyum ferrsiyoniir ¢ozeltisi
(%71'lik 1 ml) karistirilarak 20 dakika 50”de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra trikloroasetik asit
¢ozeltisi (%10'1uk, 2.5 ml) eklenerek santrifiij edilmis (3000
rpm, 10 dakika), iist fazdan 2.5 ml alinarak 2.5 ml
deiyonize su ve %1’lik FeCls ¢ozeltisi eklendikten sonra
olusan yesil renkli gozeltilerin 700 nm’de absorbanslari
olciilmiistiir. Standart olarak kullarulan askorbik asit ve
karsilastirma i¢in BHA ve BHT kullamilmistir (Oyaizu,
1986).

2.2.5. B- Karoten- Lineolik Asit Emiilsiyon Yontemi

B-karoten-linoleik asit emiilsiyon ¢ozeltisi hazirlamak icin
B- karoten (0.2 mg), kloroformda (1 ml) ¢oziilerek linoleik
asit ¢ozeltisi (%60. 0.02 ml) ve Tween 40 (200 mg) ilave
edilmigtir. Vakumda kloroform uzaklagtirildiktan sonra
deiyonize suda (100 ml oksijenle doyurulmus)
¢ozulmustiir. V. tripolitanum ekstre ¢ozeltisine (2 mg/ml,
0.2 ml) 4.8 ml pB-karoten-linoleik asit emiilsiyon ¢ozeltisi
eklendikten sonra 470 nm’de absorbansi okunarak (Ao)
50"’ de inkiibasyona birakilmistir. Bundan sonra 15 dakika
araliklarla 2 saat siiresince absorbanslar okunmustur (Ay).
Bu absorbanslardan faydalanilarak absorbans degisim
orani (AO) ve % oksidasyonu engelleme Kkatsayilart
hesaplanmustir.  Kontrol —¢ozeltisi olarak metanol,
karsilastirma ¢ozeltisi olarak BHA ve BHT kullanilmustir
(Kaur & Kapoor, 2002).

In(Ay)/A,)
Absorbans degigim oram (A0) = —48M8M88 ——
t

Ay = t0 anindaki absorbans

A = tanindaki absorbans (t= 120 dk)

[ AO AO (numune)

(kontrol)
x100

% Oksidasyonu engelleme =

AO (kontrol)

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Belirlenmesi

Kullanulan mikroorganizmalar Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan
temin edilmistir.

V. tripolitanum’un antimikrobiyal etkisi
mikrodiliisyon broth yontemi ile minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri bulunarak test edilmistir.
Kullanulan mikroorganizmalar S. aureus, metisiline
direngli S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve C. albicans’tir.

2.4. Yag Asitleri Bilesiminin Analizi
2.4.1. Bitkilerden Yag Ekstraksiyonu

20 gram bitki toz haline getirilerek sokslet kartusuna
alinmigtir. Hekzan ile 12 saat siiresince sokslet
ekstraksiyonu yapilmistir. Evaporatérde vakumda hekzan
uzaklastirildiktan sonra balonda kalan kisim V.
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tripolitanum’un  yag  asitlerini  belirlemek amaciyla

kullanilmustir.
2.4.2. Yag Asitlerinin Esterlestirilmesi

0.2 g yag tizerine metanollii NaOH ¢6zeltisi (4 ml %2’ lik)
ilave edildikten sonra su banyosunda 10 dakika
sabunlasma oluncaya kadar kaynatilmistir. Sabunlasma
sonunda BF; -metanol kompleksi (5 ml %14liik) eklenerek
5 dakika daha kaynatildiktan sonra 2 ml n- heptan ilave
edilmistir. Tim bunlar bir dakika daha kaynatildiktan
sonra, tizerine 4 ml doygun NaCl ¢ozeltisi eklenmistir.
Ayirma hunisinde fazlar ayrildiktan sonra tistteki agik sar1
renkli faz yag asitleri analizi i¢in kullanilmustir.

2.4.3. Yag Asitleri Analizi

Analizler, Thermo marka, Focus GC model, FID (Flame
Ion Dedector) dedektorliic GC (Gaz Kromatografi) ile
gerceklestirilmistir. Analizlerde 30 m’lik DB-WAX kolon
kullanilmustir. Dedektor sicakligi 280 °C ve injektor blogu
sicakligt 250 °C olarak ayarlanmustir. Kolona sicaklik
programi uygulanmustir. 90 °C'de 2 dakika bekledikten
sonra 10 °C/dk artisla 200 °C’ye, bu sicakliktan 3 °C/dk
artisla 230 °C'ye cikilarak 12 dakika beklenmistir. Split
orani 1/50 ve injeksiyon hacmi 1 pL olarak ayarlanmustr.
Tasiyict gaz hidrojen olup basing 65 kPa olarak
ayarlanmustir.

3. Sonuglar ve Tartisma
3.1. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuglar1

Tablo 1. Antioksidan analiz sonuglar1

Cogu bitkide antioksidan aktivite ile fenolik bilesikler
dogrusal iligkilidir ~ve lipid peroksidasyonunu
engellemede bu bilesiklerin énemli rolii vardir (Giilgin,
2005; Yamaguchi, Takamura, Matoba & Terao, 1998).
Tablo 1'de gorildiugu gibi V. tripolitanum’un fenolik
madde miktar1 3163 mg GAE/g ekstre olarak
belirlenmistir. V. oreophilum bitkisinin su ve etanol
ekstraktraktlarinin toplam fenolik iceriklerini sirasiyla 48.6
ve 97.1 pg GAE/ mg ekstrakt olarak bildirilmistir (Giilgin,
Koksal, Elmastas & Aboul-Enein, 2007). V. cheiranthifolium
tirtiniin kok ve yapraklarinin su ekstraktlarimin toplam
fenolik igeriklerinin sirastyla 20.2 ve 33.1 mg GAE/ g bitki
oldugu bildirilmistir (Dalar & Konczak, 2012).

V. tripolitanum’a ait DPPH metodu % inhibisyon-
derisim grafigi Sekil 2'de verilmistir. Grafikten ICso
degerleri hesaplanarak Tablo 1'de verilmistir. ICs
degerinin kiigiik olmas: antioksidan etkinin giiclii
oldugunun gostergesidir. Tablo 1'de goriildugu gibi V.
tripolitanum’un ICso degeri BHA” dan biiytik fakat BHT ye
esit oldugu tespit edilmistir. Buna gore V. tripolitanum’un
oldukca giiclii radikal siiptirme etkiye sahip oldugu
soylenebilir. V. thapsus tiirtiniin yaprak ve gévdesinin ICso
degerlerini sirastyla 100 ve 33.16 ng/mL (Kumar & Singh,
2011), V. pinetorum tiirtiniin 1Cso degerinin 13.04 mg/ml
oldugu bildirilmistir (Ozcan, Esen, & Cahigkan 2011). V.
tripolitanum’un FRAP ve CUPRAC degerlerinin BHA ve
BHT'den diusiik oldugu Tablo 1'den goriilmektedir.
Sonuglar BHA>BHT> V. tripolitanum seklindedir.

Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu Radikal CUPRAC FRAP Degeri %Inhibisyon
mg GAE/ g ekstre Siipiirme Etkisi umol  Troloks/g
ICso (ug/mL) ekstre
BHA - 13.620.8 8.72£0.76 0.5920.02 97.67+0.48
BHT - 33.845.0 8.3420.39 0.5320.02 97.05£0.81
V. tripolitanum___ 316.3+19.3 33.8+1.6 3.8620.33 0.44+0.04 86.64£0.77
120 - § = 24391In(x) + 15472 Linoleik asit okmdgﬁyDnupu e?gellefnf% metodupa aolt
100 28 2461 1548 absorbans-zaman grafigi Sekil 3'te goriilmektedir. %
] = + e ee o ) 2. .
- y = 28,246In(x) ’ inhibisyon degerleri BHA>BHT>V. tripolitanum seklinde
5 80 1 y = 22444In(x) +126,08 olmasma ragmen V. tripolitanum’un giiclii oksidasyon
= 60 1 @ V.tripolitanum engelleme Kkapasitesine sahip oldugu Tablo 1'de
£ L :
o 40 4 mBHA goriilmektedir.
20 BHT 3.2. Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuglar1
0 . . , . s I
0 0.05 o1 o015 Cizilen derisim-absorbans grafiklerinde, absorbansin
’D oy 1; ’ keskin bir diistisle sabitlendigi ilk nokta V. tripolitanum’un
erisim (mg/m. . . T o .
sim (mg/ kullamilan bakterilere ait MIK degerleri olarak kabul

Sekil 2. V. tripolitanum DPPH metodu % inhibisyon-derisim
grafigi

2,5
2 o o R GG
g
815 b BHA
g
21 BHT
<
05 Kontrol
0 A inoli
o b o b oo o b o V.tripolitanum
= =04 0O fF O O
=eTELeEd
Zaman (dk)

Sekil 3. V. tripolitanum'a ait zamana kars1 absorbans degisimi
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edilmistir. MIK degerinin kiiciik olmas1 antimikrobiyal
etkinin yiiksek olmasmin gostergesidir (Kang, Hong,
Youm, Choi, & Heo, 2008).

Tablo 2'deki MIK degerlerine bakildiginda V.
tripolitanum’un kullanilan bakterilerin tiimiine karsi etkiye
sahip oldugu goriilmektedir. E. coli, S. aureus ve MRSA’ya
karst 512 pg/mL derisimde aktivite gostermistir. C.
albicans ve P. aeruginosa’ya V. tripolitanum’un daha giiclii
aktiviteye sahip oldugu ve MIK degerinin her iki bakteri
tiird icin 256 pg/mL oldugu tespit edilmistir. Verbascum
tiirlerinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu cesitli
calismalarda bildirilmistir (Benli, Giiney, Bing6l, Geven &
Yigit, 2007; Kahraman, Ekizoglu, Kart, Akdemir & Tatl
2011; Mothana et al., 2008).

3.3. Yag Asitleri Analiz Sonuglar1
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Gaz kromatografisi ile yapilan yag asitleri analiz sonuglar:
Tablo 3 'te verilmistir. V. tripolitanum iceriginde doymus
yag asitlerinden miristik asit (14:0) %1.26, palmitik asit
(16:0) %26.12. stearik asit (18:0) %6.07 olarak tespit

pentadekanoik asit (C15:1) %4.33. oleik asit (18:1n9c)
%12.97, linoleik asit (18:2n6c) %18.04, linolenik asit (C18:3)
%24.83, eikosatrienoik asit (C20:3) %3.93 diizeylerinde
belirlenmistir.

edilmigtir. Doymamis yag asitlerinden ise cis-10-
Tablo 2. V. tripolitanum MIK degerleri
E. coli S. aureus P. aeruginosa MRSA C. albicans
MiKdegeri (ug/mL) 512 512 256 512 256
Tablo 3. V. tripolitanum yag asidi kompozisyonu.
Yag Asitleri % Yag Asitleri % Yag Asitleri %
12:0 0.14 151 433 18:2n6t 18.04
14:0 1.26 16:1 0.27 18:3n6 24.83
15:0 0.22 17:1 0.236 20:2n6 5.723
16:0 26.12 18:1n9¢ 12.97 20:3n3 3.93
17:0 0.64 20:1n9 0.363 22:6n3 0.28
18:0 6.07 24:1 0.028
> SFA =34.44 > MUFA =18.20 > PUFA =47.08
> USFA = 65.52

Y SFA: Doymus yag asidi, Y MUFA: Tekli doymamuis yag asidi, Y PUFA: Coklu doymamus yag asidi, ) USFA: Toplam doymamuis yag asidi

Tesekkiir: Bu calismaya destek olan Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederiz
(Proje no: 243).
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