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Bu ¢alisma; Fabaceae familyasindan Lupinus cinsine ait Lupinus angustifolius L. subsp.
angustifolius taksonundan elde edilen ekstraklarmin antifungal, antioksidan ve
antitliberkiiloz akvitesinin belirlenmesini esas alir. Biyolojik aktivitelerinin arastirilmasiyla,
bitki ekstraktlarindan elde edilen verilerin farmakolojik olarak dnemli oldugu ve 6zellikle
tohumlarinin; besin kaynagi agisindan yiiksek enerjili maddeler igcerdigi ortaya konulmustur.
Bitki ekstrelerinin farkli kisimlarindan antioksidan iceriginin belirlenmesi i¢in Total Fenol
Miktar Tayini (TPC), Toplam flavonoid igerigi ve DPPH Uzerinden Serbest Radikal
Supurtcu Etki Tayini yontemleri kullanilmis ve sirastyla TPC (37,5-42,7 mg/gr), Flavonoid
(11£1.4- 14,2+5.3) ve DPPH tayin yonteminde tim ekstraktlarinin % inhibisyonlar1 0-100
mg/ml’lik konsantrasyonlar da radikal giderme aktivitesi yoniinden standartlarla
karsilastirilabilir yiikseklikte degerler elde edilmistir. Yaprak, gévde ve tohum ekstrelerinin
100 mg/ml’lik konsantrasyonlar da ise sirastyla % 50 % 54 ve % 39 aktivite gozlenmistir.
Antitiiberkiiloz aktivite ¢alismalarinda Mycobacterium tuberculosis'in H37Ra, H37Rv, 16/6
hasta suslar1 ve TB-05 icin MIK ve MBK belirlenmistir. Antitiiberkiiloz aktivite
calismalarinda bitki ekstrelerindeki govde 6rnegi i¢in RV ve RA susa karsi 80mg/ml ve
160mg/ml degerlerinde MIK degerleri ve MBK degerleri govde 6rnegi i¢in RV ve RA
640mg/ml 160mg/ml ve etki gosterirken hasta suslarina karst MIK 160-80mg/ml MBK
640mg/ml degerinde antitiiberkiiloz aktivite degerleri elde edilmistir.

Antifungal aktivite ¢aligmalarinda ise Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus, Fusarium
proliferatum mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Fungus turleri Gzerinde bitki ekstrelerinin
onemli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Calismanin sonucunda; biitiin bulgular birlikte
degerlendirilmis ve literatiirde yapilan c¢alismalara ek olarak Onemli verilerle
desteklenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lupinus angustifolius, antifungal, antitiiberkiiloz, antioksidan
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT, ANTI-TUBERCULOSIS AND
ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF LUPINUS ANGUSTIFOLIUS L. SUBSP.
ANGUSTIFOLIUS (FABACEAE)

MSC THESIS
GAMZE AYDIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. TULIN ASKUN)

BALIKESIR, MARCH- 2021

This work; Lupinus angustifolius L. subsp. angustifolius 1t is based on the determination of
the antifungal, antioxidant and antituberculosis activity of the extracts obtained from
angustifollius. By investigating the biological activities, the data obtained from plant extracts
are pharmacologically important and especially seeds; It has been demonstrated that it
contains high-energy substances in terms of food source.

Total Phenol Assay (TPC), Total Flavonoid Content and Free Radical Scavenging Effect
Determination on DPPH were used to determine the antioxidant content of different parts of
plant extracts, and TPC (37.5--42.7 mg / gr), Flavonoid (11 + 1.4- 14.2 £ 5.3) and%
inhibition of all extras in DPPH determination method, at concentrations of 0-100 mg / ml,
values comparable to the standards were obtained in terms of radical scavenging activity.
An activity of 50%, 54% and 39% was observed at concentrations of 100 mg / ml of the
extras of the leaf, stem seed, respectively.

MIK and MBK could not be determined for H37Ra, H37Rv, 16/6 patient strains of
Mycobacterium tuberculosis and TB-05 in antituberculosis activity studies. In
antituberculosis activity studies, for the sap sample of plant extracts, the MIK values and
MBK values of 80mg / ml and 160mg / ml against the RV and RA strain and the MBK values
for the stem sample, RV and RA 640mg / ml 160mg / ml and the patient Antituberculosis
activity values were obtained against MIK 160-80mg / ml MBK 640mg / ml.

In antifungal activity studies, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Fusarium proliferatum microorganisms were used. It was observed that the plant extracts
had no effect on the fungal. In addition, HPLC analyzes were performed to determine the
phenolics in the extracts, all of these findings were evaluated together and additional data
were presented to the studies in the literature.

KEYWORDS: Lupinus angustifolius, antifungal, antituberculosis, antioxidant.
Science Code / Codes : 20325 Page Number : 61
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ONSOZ
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Balikesir, 2021 Gamze AYDIN



1. GIRIS

Bitkilerden diinyada ve iilkemizde uzun yillardir ¢esitli amaglar i¢in kullanildig1 biliniyor,
gerek insanlar tarafindan besin ya da saglik agisindan tedavi nedeniyle kullanilmaktadir.
Bulundugumuz konum geregi iilkemiz bitki florasi tarafindan zengin bir yapiya sahiptir, bu
0zelligi kazanmasina sebeb olan Giiney Avrupa ve Giiney Asya floralarinda bulunmasidir.
Pek ¢ok cins ve tiir ¢esitliligi iilkemizin endemizminin yiliksek olmasini saglamaktadir [1,2].
Bu say1 giin gectikce artis gdstermektedir. Ulkemizde 13.138 bulunan dogal bitki tiirlerinden
3754’1 endemik olarak bilinmektedir. Yeterince yararlanamadigimiz ve bu zenginligi
kullanamadigimiz distintlmektedir [3]. Tarihin eski zamanlarindan giiniimiize kadar
diinyanin ¢ogu yerinde insanlarin beslenme ve ¢esitli ihtiyaglar i¢in bitkileri kullanimi1 s6z
konusudur. Bunun yaninda sifali bitkilerden saglik tedavi uygulama yoniinden ilag arayist
insanlik kadar eskiye dayanmaktadir. Cesitli kaynaklardan elde edilen kanitlarin oldugu
cesitli recetelerin korunmus eserlerin ve birgok yazili belge bulunmaktadir. insanoglu
hastaliklarla miicadele igerisindeyken ge¢mis eski caglarda bitkilerin bir¢cok kismini
kullanarak sifa aramis ve bitkilerden hangi hastaliga iyi geldigini uzun ugraslar sonucu
ortaya ¢ikarmistir, daha sonra ki yillarda ¢agdas bilim de tibbi olarak bu yapilan ¢aligmalar
ve bitkilerin 6zellikleri onaylanmistir. Sifali bitkilerin doktorlar ve eczacilarin ortak
calismalariyla birlikte hastaliklar i¢in kullanimi artmistir ve bu iyilesme oranini arttirmistir
[4]. Sifali bitkilerin kullaniminin ilk evresi diisiiniiliirse hayvanlarin i¢glidiisel olarak bunu
kesfettigi kanitlanmistir [5]. Bu asamadan sonra da deneysel deneme yanilma yontemleriyle
hangi bitkinin hangi hastaliga iyi geldiginin arastirilmistir. Etkilerinin kesfedilmesiyle daha
sonra bitkilerin faydalarinin deneysel olmaktan ¢ikarak hastaliklar igin tedavi ve korunma
amagch kullanilmaya baslanmistir. 16.yiizyila kadar bitkiler sadece hastaliklar i¢in kullanilsa
da sentetik olarak ilag iiretimine dogrudan bir degisim gergeklesti [6]. Son zamanlarda
sentetik ilaclarin etkinliinin ve yan etkilerinin bazi sorunlar dogurmasi ile tekrar dogal
kaynaklardan biri olan bitkilerin 6nemi artmistir. Bitkiler {izerine odaklanilmasinin temel
nedeni, bitkilerin i¢erdigi tanenler, alkaloidler, fenolikler ve terpenler gibi farmakolojik etki

ortaya koyabilecek sekonder metabolitlerdir [7].

Antimikrobiyal aktivite icin bitkilerdeki sekonder metabolitlerin igerdigi bir¢cok gruptan
faydanildig1 ortaya ¢ikmistir. Bunlar flavonoidler, terpenoidler, alkaloidlerdir. Bitkilerde
Ozellikle hayatini siirdiirebilmesi igin gerekli islevsel faaliyetlerde iliskisi olmayan sekonder
metabolitlerdir. Yiiksek yapili bitkilerin tirettigi yapilar olarak bilinmektedir. Fonksiyonun



eksiksiz  olarak  bilinmedigi  sekonder  metabolitler  herbivorlardan,  zararl
mikroorganizmalar, UV 15181 gibi ¢esitli gevresel stres olusturacak faktorlerden korunmak
icin ortaya ¢iktig1 diistintilmektedir. Bitkilerin ilaclara alternatif olarak kullanimina neden
olmakta ve antimikrobiyal aktivite etkisini saglayan yapilar1 icermektedir. Insan saglhig i¢in
bitkilerin dzelliklerinin arastirilmasi 1926 yilina dayanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) incelemelerine gore tedavi maksatli uygulama da kullanilan tibbi bitkilerinin sayisi
yaklasik 20.000 civarinda bildirilmistir [1]. WHO tarafindan verilen bilgilere gore niifusun
gelismemis tlkeler tarafindan bitkilerin geleneksel tedavi amagl olarak kullanim orani %
80’idir. Bu oranin gelismis tilkelerde karsilik geldigi kistm % 40 oldugu bu durumun diinya
tizerinde degisecegi ve gelecekte bitkilerden yararlanma oranmin artisi gergeklesecegi
beklenmektedir [7]. Antibiyotiklere direng gelistiren bakteriler artmakta ve yayilmaktadir
[8]. Bu antibiyotiklere kars1 direncin artisi, son zamanlarda énemli bir hale gelmistir. Bu
problem, nedeniyle artan saglik sorunlarinin 6liimlere neden olmas: ve ilerlemekte olan
ulkelerde bliytk sorunlara sebep oldugu bilinmektedir. Dogal kaynaklardan yani bitkilerden
olusturulan antimikrobiyal elementlerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumayi
sagladigi arastirilarak bulunmustur [9]. Dogal bitki ekstrelerinden elde edilen maddelerin
mantarlar, bakteriler ¢esitli patojenlere kars1 icerdikleri yapilar sayesinde biyolojik miicadele
i¢in kullanilabilir olmas1 ve diger taraftan topraga, suya, havaya ve canlilara kars1 olumsuz
etkisinin yok olusu sebebiyle diinyada tiim iilkeler igin iizerinde ¢alistig1 bir konudur [10].
flaglara secenek olabilecek geleneksel —antimikrobiyal Ozellikte ki bitkilerin

kullanilabilecegini birgok kaynakta bildirmislerdir [3].

1.1 Bitkilerden Elde Edilen Bilesiklerin Temel Gruplari

Aktif bilesikler iceren biitiin bitkiler ¢esitli nedenlerden dolay1 6nemli kabul edilmektedir.
Bu bilesikler, genel olarak bitkilerin belirli yapilarindan ya da tiim bdliimlerinden
sentezlenen ve biriktirilen alkaloidler, steroidler, tanenler ve fenolik bilesikler gibi sekonder
metabolitlerdir. Bitkilerde tiretilen bu sekonder metabolitler karmasik olabildikleri gibi,
cogu zaman familya, cins, tiir gibi belirli taksonlara ayricalikli olarak bulunur. Diger bir
acidan sekonder metabolitlerin ¢esitliliginin yabani tiirle de daha fazla oldugunu gdsteren
kanitlar mevcuttur. Bazi sekonder metabolitlerin, baz1 bitki taksonlarinda belirgin bir sekilde
bulunmasiyla tutarli olarak; bitkilerin farmasotik etkileri, o taksona ozgiil bir sekilde
gozlenebilir. Bitkilerin tirettigi bu sekonder metabolitler; insanlarda bulunan endojen
metabolitlere, ligandlara, hormonlara, sinyal iletimi molekullerine ya da nérotransmitterlere

benzer sekilde etki gosterebilir ve bu nedenle potansiyel hedef bolgelerindeki



benzerliklerden dolay: insanlarda faydali tibbi etkilere yol agabilir. Bu sebeple, bitkilerin

sekonder metabolitlerinin taranmas1 dnemlidir [11].

1.1.1 Sekonder Metabolitler

Bitkiler, insanoglunun yasamini siirdiirebilmesi icin gerekli olan karbonhidrat, protein ve
yaglarin, primer metabolitleri olusturan temel kaynaklaridir. Bazi bitkilerden elde edilen,
sekonder metabolitler ilag, kimya, gida, tekstil, kozmetik sanayi ve tarimsal miicadele
sektorlerinde ekonomik agidan 6nemli ve baska kaynaklardan elde edilmesi miimkiindiir
[12]. Sekonder metabolit tanimi primer metabolitlerin tam zit kavrami olarak yapilmistir.
Sekonder metabolitleri bitkiler tarafindan {iretilen, birgok fizyolojik mekanizmalarin
fonksiyonlariyla olusan fotosentez ya da solunum gibi hayati fizyolojik olaylar i¢in sart

sayllmayan maddeler olarak tanimlanmistir [13].

Bazi metabolizma yollarinin birincil ana iiriinlerinden olusan sekonder metabolitler 6zel
metabolik yollarla tliretilmektedir ve genellikle biyosentez yollarina gore siniflandirilirlar
[14]. Sekonder metabolitler, bitkinin biiylime ve gelismesinde fotosentez, solunum,
¢Oziinmiis madde transferi, translokasyon, besin 6ziimleme ve farklilasma siireclerinde
genellikle bilinen bir gérevi olmayan bitkide savunma, korunma, hayatta kalma, kusaktan
kusaga iletme gibi ¢evresel kosullara uyum gibi faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikan organik
bilesenlerdir. Bitkilerin sahip oldugu primer metabolitlerin smrlt bir yayilimi vardir,
cogunlukla bir bitki tiiriinde veya tiirlerin taksonomik olarak yakin gruplarinda

goriinmektedir [13].

Genellikle bitkilerin belirli kisimlarinda bulunurlar ve bitkinin belli bir gelisim donemi
stiresince Uretilirler [14,15]. Sekonder metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlari bitkinin daha
direngli olmasi saglayan yapilardir. Sekonder metabolitlerin liretimlerinin maliyetli oldugu
ve bitki bliyime ve Uremesini sinirladigi diisiiniilmektedir [16]. Sekonder metabolitler
(Tablo 1.1) terpenler, fenoller ve azot ve/veya kiikiirt iceren bilesikler olarak tizere 3 kisima

ayrilirlar [17].



Tablo 1.1: Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi.

TERPENLER

Tip Ornek
Seskiterpenler Limonen
Diterpenler Taksol
Triterpenler Digitanin
Tetraterpenler Karoten
Meroterpenler Klorofil
Politerpenler Dolikol
AZOT ve KUKURT ICEREN BILESIKLER

Tip Ornek
Heterosiklik Alkaloidler Nikotin
Non-heterosiklik Alkaloidler Efedrin
Glukozinolatlar Sinigrin
Non-protein Amino asitler Mimozin
FENOLIK BIiLESIKLER

Tip Ornek
Fenilpropanoidler Kumarin
Naftokinonlar Juglon
Antrasenler Antranol
Flavonlar Apigenin
Flavonoller Kuersetin
izoflavonlar Genistein
Antosiyaninler Petunidin

1.1.2 Fenolik Bilesikler

Bitki metabolizmalarin da, sekonder metabolit olarak bilinen bitkileri baz1 zararlilara kars1
korumada gorevli oldugu diisiiniilen ¢ok sayida degisik ¢esit ve miktarlarda farkli tip fenolik
bilesikler bulunmaktadir [18]. Bitkiler de en yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler ikincil
metabolizma {iriinlerinin en genis grubudur, giiniimiizde bir¢ok fenolik bilesigin yapist
tanimlanmistir. Fenolik halka yapisini en basit biyoaktif fitokimyasallardan bazilari

bulundurmaktadir.



Ormnegin, kafeik asitler (Sekil 1.1), fenil propan tiirevi bilesiklerin en yiiksek oksidasyon

durumunda olamidir ve genis bir grubun ortak temsilcileridir [19].

O
~ OH

HO
OH

Sekil 1.1: Kafeik asit.

Omegin, olduk¢a yaygin olan bitkilerden Artemisia dracunculus ve Thymus vulgaris
viriislere, bakterilere ve mantarlara karsi etkili olan kafeik asit Gretilir [20]. Genelde
bilinenlerin yani sira yeni tanimlanan fenolikler katilmaktir. Bitki kisimlarinda meyve,

sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve govde yapilarinda fenolik bilesikler bulunabilirler [21].

Fenolik bilesikler bircok meyve ve sebzelerin lezzetinin olusumunda, 6zellikle agizda acilik
ve mayhosluk gibi iki 6nemli tat 6gesinin olusmasin da gorev alirlar. Bir kismi1 ise meyve ve
sebzelerin sar1, kirmizi, mavi tonlardaki renklerinin belirlenmesi saglamaktadirlar. Meyve
ve sebzeler ile bunlardan elde edilen iriinler disiiniiliirse bu 6zellik son derece 6nem tasir
[21]. Meyveler, fonksiyonel gidada bazi igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve
antimikrobiyal etkilerine bagl olarak saglik iizerine olumlu etkiler olustururlar.

Fenol grubunun ve hidroksil gruplarinin, mikroorganizmalarin toksisitesi ile baglantisinin
bilim insanlar1 tarafindan yiiksek derecede oksitlenmis fenollerin daha yiiksek inhibitor

etkiye sahip oldugunu bulmuslardir [22].

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak Uzere iki grup icerisinde
degerlendirilir. Flavonoidler, bitkilerin ve bitkilerden elde edilen dogal ¢aylarin yapilarinda
bulunan polifenolik antioksidanlar olarak bilinir [23]. Fenolik bilesiklere, beslenme
fizyolojisi tarafindan bakildiginda olumlu etkileri sebebiyle "biyoflavonoid "adi da

verilmektedir [18,21].

1.1.2.1 Fenolik Asitler
Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit olarak bilinen iki ana siniftan
olusmaktadir [15]. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkilerin

iceriklerinde kiiguk miktarla da bulunur. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik



asit, vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan
yapisindadirlar. Yapisina gore farklilik gosteren Fenilpropan halkasina baglanan OH
grubunun konumudur. Benzoik asit turevlerine, protokatesuik asit, phidroksibenzoik asit,
vanilik asit, salisilik asit ve gensitik asit 6rnek olarak gosterilir. Kumarik asit, kafeik asit,
ferulik asit ve sinapik asit ise sinamik asit tiirevlerindendir [23].

Benzoik asitlerde karboksilat grubunun elektron-gekme yetenekleri, hidroksibenzoatlarin
hidrojen atomu verme 6zelligine yapacagi tesir negatiftir. Ayn1 degerdeki benzoatlarindan
daha etkili olan hidroksisinnamik asitler fenil-propanoid tiirevleridir genel anlamda bitkisel
gidalarda bulunur [24].

Hidroksisinnamik asitler, bitkilerin fenolik metabolizmalarinda merkezi gérev alan ve fenil
alaninin biyosentetik turevi olan fenolik bilesenlerdir. Bu bilesikler ayni zamanda
flavonoidleri olusturan Oncii yapiladir ve bitkilerde hiicre duvarmin yapisina katilirlar.
Genellikle bu tiir fenolik asitler bitkilerde ester halinde ya da sekerler ile organik asitlerle
veya yaglarla birleserek hiicre duvarinda bulunurlar [25]. Hidroksisinnamik asitler kararli
oldugu trans konumunda oldugu durumdur. Ama bu durum UV 1sinlarina maruz kaldiginda
trans izomerinden cis izomerine gelmektir [26,27]. Bu bilesenler 6rnek olarak meyve, sebze,
cicek, tohum, cay, kahve ve zeytinyagi gibi bitkilerden olusan tirtinler de goriliir [28,29].
En fazla Kafeik asit, p-kumarik asit ve kafeik asidin kuinik asit esteri olan klorojenik asitin
goriildiigl erik, elma, armut ve iiziim gibi bitkilerde bulunan hidroksisinnamik asitlerdir.
Klorojenik asit, kafeik asidin depolanma sekli olarak diisiiniilmektedir, ¢iinkii klorojenik

asidin biyosentezi sirasindaki tersinirdir [29,30].



Hidroksibenzoik asitlere 6rnek gosterilen (Sekil 1.2)’de hidroksi ve metoksi gruplarinin
cesitlenmesin de dnemli olan sayilarmn yerlesimidir. Ornek olarak bunlara gallik, vanilik ve
protokatesuikasit verilmistir. Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal stipurtctlerdir
cinkid hidroksillenmeye ve hidroksil radikallerine yiiksek reaktivite gostermeye
egilimlidirler. Dihidroksibenzoik asit tlirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil
gruplarinin  pozisyonlarina bagli olup, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda (3,4-
dihidroksibenzoik asit-protokatesuik asit gibi) aktivite azalir ama diger pozisyon o- ve m-
pozisyonlarinda aktivite yiiksek olur. (2,3- dihidroksibenzoik asit gibi) en ¢ok aktivite
Gallik asitin ii¢ hidroksil grubuna sahip olmasindan kaynaklidir hidroksibenzoik asitler igin

ornek verilebilir Fakat karboksilat grubu esterlendiginde aktivite diiser [31].

Benzoik Asit R: R: R R4
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
protoketesuik asit H OH OH H
Ra COOH vanilik asit H OCH;  OH H
gallik asit H OH OH OH
R R, sirincik asit H OCH; OH  OCH;
? salisilik asit OH H H H
R, gentisik asit OH H H OH
Rs %~ COOH Hidroksisinamik Asit Ry R, Rs
p-kumarik asit H OH H
R kafeik asit OH OH H
‘ ferulik asit OCH;  OH H
R, sinapik asit OCH:  OH OCH;

Sekil 1.2: Fenolik asitlerin kimyasal yapisi.

1.1.2.2 Flavonlar, Flavanoidler

Flavonlar bir tane karbonil grubu iceren fenolik yapilardir (Sekil 1.3). Flavonoidlerde
Flavonlarin genel yapisinda olan, ancak hidroksillenmis fenolik maddelerdir. Flavonoidler,
temel yapist C6-C3-C6 difenilpropan iskeletinden olusmaktadir. Flavanoidler, bitkilerde
bulunan bilesiklerin en 6nemli grubunu olusturmaktadir. Mikrobiyal enfeksiyona karsi
olarak bitkiler tarafindan sentezlendikleri bilindiginden, ¢esitli mikroorganizmalara kars1 in
vitro antimikrobiyal etkilerinin bulunmasi beklenmedik bir durum degildir. Daha ¢ok
lipofilik olan flavonoidler, mikrobiyal membranlari da bozabilir [32]. Flavonoid
bilesiklerdeki C3 6gesinin en indirgenmis sekli olan katesinlerden 6zel olarak ele alinabilir.
Flavonoid yapilar1 kokulu yesil ¢caylarda bulunmasi nedeniyle ¢ok fazla arastirilmistir ve bu
caylarin antimikrobiyal faaliyet gdsterdigi ve katesin bilesiklerinin bir karigimini igerdikleri

¢ok zaman 6nce bulunmustur. Meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda cok miktarda bulunurlar.



Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagli olan bircok fenolik
hidroksil grubu icerirler. Bu bilesiklerin Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella,
diger baz1 bakteriler ve mayalara karsi aktivite gdstermislerdir. Insan ve hayvanlarda mide-
bagirsak sisteminden emilirler veya degismeden ya da metabolitleri halinde idrar ve digki ile
atilirlar. Lipid peroksidasyonunu inhibe eden flavonoidler etkili antioksidan, serbest radikal
stiptiriicli, metal kelatlayicidir. Diger bir taraftan, flavonoid bilesikler, bir veya daha fazla
viriise karsi inhibisyon etkisi gostermektedir. Bir¢ok ¢alisma, glisirizin (meyan kékinden)

ve krisin gibi flavonoidlerin HIV e kars1 etkinligini ortaya koymaktadir [33].

Sekil 1.3: Flavonlarin genel yapisi.

Flavonoidler; antosiyaninler ve antoksantinler olarak siniflandirilir. Antoksantinler, renksiz
veya beyazdan sariya doniik renkte goriintirler ve flavonol, flavanol, flavon, flavanon ve
izoflavonlar olarak gruplandirilir. Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleri olup
ciceklere ve meyvelere renklerini veren kirmizi, mavi ve mor, gibi ve suda ¢oziilebilen en
onemli bitki pigment sinifidir [34]. Flavanonlar ve flavonlar genellikle bir arada bulunur ve
belirli enzimlerle baghdirlar. Bitki familyasin da flavonlar ve flavonoller arasinda karsilikli
z1t bir durum vardir ve flavanon olarak zengin bitkilerde antosiyaninler yok denecek kadar
azdir [35].

1.1.3 Terpenler

Terpenler, izopren yapisinda olan bilesiklerdir. Terpenlerin kimyasal yapilar1 (Sekil 1.4)’te
gibi C10H16’dir ve diterpenler, triterpenler ve tetraterpenlerin (C20, C30 ve C40) yani sira
hemiterpenler (C5) ve seskiterpenler (C15) olarak gruplandirilir. Genellikle bilesikler
oksijen olmak iizere ek elementler bulundurdugundan, terpenoitler olarak adlandirilirlar
[19]. Terpenoitler, asetat 6gelerinden sentezlenir ve yag asitleriyle ayn1 kokene sahiptirler.
Yag asitlerinden; dallanma diizeyleri sikligina gore farklilik gosteririler. Bilinen ornekler

terpenoit icin; mentol k&fur (monoterpen), farnesol ve artemisindir (seskiterpen). Terpenler



ya da terpenoitler bakteri, mantar, viriis ve tek hiicrelilere kars1 aktivite gosterirler. Gegmis
zamandan bugune kadar incelenen ugucu yag tiirevlerinin % 60’1 antifungal, % 30’u ise
antibakteriyeldir. Ornegin Oxalis triangularis 'purpurea’ etanolle ekstraktesinin Bacillus
subtilis ve Staphylococcus aureus’a igin yiksek; Candida albicans ve gram-negatif
bakterilerde ise goriilen daha diisiik aktivite petalostemumol ad1 verilen bir terpenoit igerdigi

gosterilmistir [19].

CHj

H3C CH,

Sekil 1.4: Terpenin yapisi.

1.2 Serbest Radikaller

Viicudumuz devamli bir oksidatif strese maruz kalmaktadir. Viicutta ki oksijen ¢iftlenmis
elektronu olmayan iki farkli atoma ayrilarak elektronlar ¢iftler halinde bulunmak isterler. Bu
sebeple serbest radikal diye bahsettigimiz bu atomlar, elektronlarini ¢iftlemek istedikleri i¢in
viicutta atom bulmak i¢in ugrasirlar. Bu da hiicrelere, proteinlere ve DNA’ya zarar verir.
Radikaller, dis orbitallerinde bir daha ¢ok elektron igeren paylasilmamis kimyasal yapilar
olarak bilinirler. Dis orbitallerde ciftlenmemis elektron bulunmasi, bahsedilen kimyasal
tiirlin reaktivitesini ¢ok fazla bir sekilde arttirdig: i¢in, radikaller reaktivitesi yliksek olan

kimyasal turlerdir [36].

Biyolojik sistemlerdeki oksijen kaynakli olan serbest radikaller en Onemlileridir. Bu
radikaller, siiperoksit tek elektron aktarmasi oksijenin suya indirgenmesi sonucunda olusan
radikalidir iki elektron aktarmasi sonucunda hidrojen peroksit radikali, li¢ elektron aktarmasi
sonucunda hidroksil radikali olusur [37]. Fizyolojik sartlar normal oldugunda oksijenin %2-
5’1 reaktif oksijen tiirlerine (ROT) doniismekte ve antioksidan sistemiyle ortadan yok
edilmektedir [38]. Reaktif oksijen tiirlerinin temel ana kaynaginin siiperoksit radikali olarak

bilinir ve onun da ana kaynagimin mitokondri oldugu diistiniiliir [39].



Sebebi mitokondride oksijene her defasinda sadece bir elektron transfer edilebilmesinden
kaynakli, elektron transferi sirasinda siiperoksit radikali olusumu mecburiyet igerebilir.
Sasirtic1 olan ise mitokondride yasla kararli bir sekilde O, ve H2O> iiretim hiz1 da artig
gosterir [40]. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), pek ¢ok redoks islemlerinde ortaya ¢ikan baslica
serbest radikallerdir.

Serbest radikaller, damar tikanikligi, kanser, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve
diger hastaliklarla da iligkilidir. Serbest radikallerin bir diger hastalik kademeli serbest
radikal hasar1 birikimi olarak agiklanan hiicrelerin genetik kodlar1 degistiginde 6lmekte, asir
hiicre 6liimii ise yaslanmayla da baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Serbest radikallerin
dokulardaki zararmnin, damar sertligi ve kalp hastaliklarinin baslica sebebi oldugu
diistiniilmektedir. Oksidatif zararla dagilan kan hiicrelerinin arter duvarina yapigsmasi ve
kolesterolun yiikselmesi arterlere zarar verir. Bu olusumlarin tamami damar sertliginin
ilerlemesine neden oldugu goriilmektedir. Daha ileri agsamalarda ise kalp ile beyne giden
kan ve oksijen azalmakta oksijenden eksik kalan dokular hastaligin ilerlemesine ve kalp krizi

riskine artirmaktadir. Ayrica hiicrelerin genetik kodlar1 degistiginde kanser ve benzeri

hastaliklar1 destekleyen hiicre gruplart meydana gelebilmektedir [41].

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylar esnasinda meydana
gelebildigi gibi organizmanin gesitli dis etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelebilir.
Bu nedenle serbest radikal kaynaklar1 endojen ve ekzojen olmak Uzere iki ana gruba
ayrilmaktadir (Tablo 1.2) [42].
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Tablo 1.2: Endojen ve eksojen kaynaklarin siniflandirilmasi.

Endojen kaynaklar

* Mitokondrial s1zint1
» Solunumsal patlama
* Enzim reaksiyonlari

* Otooksidasyon reaksiyonlari

Eksojen kaynaklar

* Sigara dumani,

« Alkol

* UV 1511

» Iyonize radyasyon
« Ksenobiyotikler

« Cevresel kirlenme
« laclar

* Diger faktorleri

Bulundugumuz konumda cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle devamli bir radikal
yapimui vardir. Nerede ve ne sekilde olustuguna bakilmaksizin, radikaller baslica ii¢ temel

mekanizma ile olusurlar [36].

Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Kimyasal baglarin kirilmasina sebebiyet veren
yiiksek enerji ve yiiksek sicaklik 500 - 600 °C yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalardir.
Kirilma esnasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa
bu tiir kirilmaya homolitik kirilma olarak adladirilir. Atom iizerinde de paylasilmamis iki
tane elektron kalir. Paylagilmamais elektron tasiyan tiirler radikalik 6zellik gosterirler.
Normal Bir Molekulin Elektron Kaybetmesi: Elektron kaybi sonucu dis orbitalinde
paylasilmamis elektron duruyor ve radikal 6zellik gdstermiyor ise radikal formu olusur.
Normal Bir Moleklle Elektron Transferi: Dig orbitalinde paylasilmamis elektron tek
elektron transferi olusturuyorsa ve radikal 6zelligi tagimayan bir molekiiliin yaptig1 bu tiir

indirgenme radikal olusumuna neden olur.
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Canlinin yasamini gegirdigi ¢cevrede bulunan cesitli fiziksel etkenler ile fizyolojik ya da
patolojik reaksiyonlar sebebiyle sirekli bir radikal yapimindan soz edilebilir [43]. Biyolojik
sistemlerde serbest radikaller en ©6nemli olan radikaller oksijen ve azottan olusan
radikallerdir. Hiicresel kosullarda 6nemli olarak etkileyen miktar ve ¢esitlilikte serbest
radikal tretilir. Serbest radikaller ¢ok fazla ortaklanmamis elektron igerirler. Cok fazla
ortaklamamis olmasi serbest radikali manyetik alanda paramanyetik kilarken kimi zaman bu
tiirlerin kimyasal reaktivitesi fazla yiiksek olur. Biyoloji ve kimya alanlarinda pek ¢ok
serbest radikalin var olabilecegi diisiiniilmektedir [44]. Radikalik ve radikalik olmayan iKki
reaktif tirler bulunmaktadir. En 6nemlileri reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot turleri
(RNS) olarak tanimlanir [44].

1.3 Antioksidanlar

Dokular ve hiicre, radikal tirtinleri ve gesitli reaksiyonlar1 yok eden bir sisteme sahiptir.
Radikallerle gesitli reaksiyonlara girerek otooksidasyon ilerlemesini 6nleyen maddeler
antioksidanlardir. Antioksidan savunma sistemi radikal metabolit iiretiminin engellenmesi,
iretilmis radikallerin yok edilmesi, olusan hiicre onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir
reaksiyonlariin bekletilerek durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi
olarak ayirabildigimiz bes degisik konu basligi olusturur [45]. Antioksidanlar, yiyeceklerde
veya viicutta disik derisimlerde bulundugu zaman, oksidasyonu 6nemli derecede
engelleyen veya geciktiren maddelerdir [38]. Bazi c¢aligmalar antioksidan savunma
sisteminin bilesenlerin enzimsel olarak goriliip gérilmemesine, atalaz, SOD ve GSH-Px’’1n
rol aldigi antioksidan aktiviteleri, enzimatik antioksidan savunma tokoferol, askorbat,
glutatyon, drik asit, glikoz gibi maddelerle olusturulan deoksidasyon iglemlerini
nonenzimatik savunma olarak adlandilir. Ve antioksidan ¢aligma mekanizmasi ve prensipleri
(Sekil 1.5)te gosterildi [46,52]. Ote yandan, antioksidanlara daha ¢ok G6zel rollerin
yiiklendigi calismalarda, antioksidan savunmasinin seliiler, membransel ve ekstraseliiler
olarak smiflandirildigi bilinmektedir oksidatif stresin etkilerinin yok edilmesinin endojen
kaynakl1 antioksidanlara destek olmaktadirlar. Antioksidanlarin bir bagka retim yolu ise
bunlarin endiistriyel olarak sentezlenerek bu sekilde iiretilen antioksidanlar sentetik
antioksidanlardir. Dogal antioksidanlarin aksine sentetik antioksidanlarin insan sagligi
diistintildiigiinde glivenilirligi tartisma altindadir [47]. Sentetik antioksidanlar 6zellikle hazir
gidalarda daha ¢ok kullanilmaktadir. Bunun temel nedeni deodorizasyon veya kizartma gibi
sicaklik islemleri ve uzun depolama kosullar altinda gidalarda olusan lipid oksidasyonu ve

serbest radikal olusumunun Onlenmesi ve beslenmeyle alman gidalar araciligiyla
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organizmada olusabilecek serbest radikal diizeyini azaltarak ortaya gelebilecek hastaliklara
kars1 Oonlem almaktir [48]. Sentetik antioksidanlardan en Onemlileri BHA (biitillenmis
hidroksianisol ), BHT (biitillenmis hidroksitoluen ), TBHQ (tersiyerbutil hidrokinon) ve PG
(propilgallat)’dir. Ancak giiniimiizde sentetik antioksidanlarin bazi toksik etkilere neden
oldugunun belirlenmesi sonucu dogal antioksidanlara olan ilgi giderek artmaktadir [49].
Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Bunlar;

Endojen antioksidanlar: Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere
iki gruba ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar: 1) Sulperoksit dismutaz (SOD). 2) Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px). 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST). 4) Katalaz (CAT). 5)
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi. 6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: 1) Melatonin. 2) Seruloplazmin. 3) Transferrin.
4) Miyoglobin. 5) Hemoglobin. 6) Ferritin. 7) Bilirubin. 8) Glutatyon. 9) Sistein. 10)
Metiyonin. 11) Urat. 12) Laktoferrin. 13) Albimin.

Eksojen antioksidanlar: Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari
olmak iizere siniflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar: 1) a-tokoferol (vitamin E). 2) B-karoten. 3) Askorbik asit
(vitamin C). 4)Folik asit.

flac olarak kullamlan eksojen antioksidanlar: 1) Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopdrinol, oksipdrinol, pterin aldehit, tungsten). 2) NADPH oksidaz inhibitorleri
(adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal bloklari, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar,
diphenyline iodonium). 3) Rekombinant siperoksit dismutaz. 4) Trolox-C (vitamin E
analogu). 5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein). 6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin). 7) Demir
redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin). 8) Néotrofil adezyon inhibitorleri. 9)
Sitokinler (TNF ve IL-1). 10) Barbitiiratlar. 11) Demir selatorleri.

Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Butylated hydroxytoluene (BHT). 2)
Butylated hydroxyanisole [50,51].
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Sekil 1.5: Antioksidanlarin ¢alisma mekanizmasi ve oksidatif stres.

Bu nedenle dogal olarak iiretilen organik antioksidanlarin izole edilmesiyle ilgili
arastirmalar artmistir. Sebzeler, meyveler, yagh tohumlar, tahil iirlinleri, aga¢ kabuklari,
kokler, baharatlar ve bitkilerin potansiyel antioksidan kaynaklari oldugu kayit altina
alinmigtir [49]. Dogal antioksidanlarin ¢ogu 6zellikle flavonoidler antibakterial, antiviral,
antiflamatuar, antialerjik ve antitrombotik 6zellikleri de igine alan, genis bir biyolojik etki
durumu olusturur [53]. Antioksidan aktivitesi yasam i¢in temel bir 6zelliktir antimutajenik,
antikarsinojenik’de aralarinda bulundugu c¢ok fazla biyolojik fonksiyon bu o6zellikten
meydana gelmektedir. Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere karsi etki dort yolla
gosterirler. Bunlar:

1.Supirme (Scavenging) etkisi gosterenler: Radikal olusumunu engellemeye sebeb olur ve
olusmus olan radikalleri daha az zararl hale getirirler. Ornek olarak, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler ve metal baglayic1 bazi proteinlerdir.

2. Giderme/Sondiurme (Queching) etkisi gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, bir hidrojen
aktararak aktivitelerini engelleyen ve inaktif hale getiren bilesikler olarak tanimlanir. Ornek
olarak, vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, mannitol ve antosiyanidinler

verilebilir.
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3. Zincir reaksiyonlarini kirma (Chain Breaking) etkisi gosterenler: Zincirleme olarak devam
eden tepkimeleri belli yerlerinden pargalayarak, oksidan molekiilleri kendilerine baglayarak
etkisiz hale getirirler. Ornek olarak irik asit, bilirubin ve albtimin gosterilebilir.

4. Onarma (Repair) etkisi gosterenler: Zarara ugramis olan biyomolekiilii onararak oksidan
molekiillerin zararli etkilerini ortadan yok eder. Ornek olarak DNA tamir enzimleri,
metionin siilfoksit rediiktaz gosterilebilir. Canlilarda mekanizmalar sonucu olusan serbest
radikaller, genelde lipid oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre Sliimlerinin sebeb
olusturur. Antioksidan bir madde bu oksidasyonun ¢esitli asamalarinda yukarida 6zetlenen

mekanizmalar yoluyla koruyucu 6zellige sahip maddelerdir [54].

1.4 Lupinus angustifolius L. subsp. angustifolius * un Sistematik Kategorisi
Alem: Plantae

B6lum: Spermathophyta
Altbolim: Angiospermae
Simif: Dicotyledonae
Altsimif: Rosideae

Takim: Fabales

Familya: Fabaceae
Altfamilya: Faboideae
Oymak: Genistae
Altoymak: Lupininae
Cins: Lupinus L.

Tur: Lupinus angustifolius

Altttr: Lupinus angustifolius L. subsp. angustifolius

1.4.1 Fabaceae ( Leguminosae) Familyas1 Genel Ozellikleri

Fabaceae familyas1 ekonomik ydnden Onemli taksonlart barindiran; odunsu ve otsu
bitkilerden olugsmaktadir. Beslenme amagli olarak kullanilmasinin yaninda topraktaki serbest
azotu dziimlemesi bu grubun degerini bir kat daha arttirmaktadir [55]. Fabaceae familyasinin
¢ogu liyesi besin maddesi bakimindan fakir topraklarda azot fikse eden Rhizobium bakterisi
ile simbiyotik olarak yasar [56]. Dikotiledonlar icinde ekonomik 6nemi olan Fabaceae
familyasinin tohumlari, yiiksek protein miktar1 (%20-50) nedeniyle insan ve hayvan
beslenmesinde 6nemli kullanim alanina sahiptir. Tiirkiye cografi konumu, jeomorfolojik

yapis1 ve degisik iklim tiplerinin altinda bulunmas1 nedeniyle son derece zengin bir floraya
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sahiptir. Fabaceae familyasinin iilkemizde 69 cinsi vardir ve bunlara ait takson sayis1 1128
olup, endemik takson sayisi 375, endemizm oran1 % 39.1°dir [57]. Fabaceae familyasinin
uUyeleri; insan ve hayvan beslenmesi, siis ve tibbi 6zellige sahip ¢esitli tiirleri biinyesinde

bulundurmasi bakimindan da olduk¢a 6nemlidir [57].

1.4.2 Lupinus Cinsinin Genel Ozellikleri

Lupinus cinsinin tiyeleri tilkemizde; ac1 bakla, delice bakla, gavur baklasi, koyun baklasi,
kurt baklasi, misir baklasi, yaban baklasi, yahudi baklasi, termiye ve acibakla ve gibi farkli
isimlerle bilinmektedir. Bu cinsin {iyeleri tek yillik otsu bitkilerden olugsmaktadir. Acibakla,
baklagiller (Fabaceae veya Leguminasae) familyasinin tek yillik otsu bitki [59]. Bitkinin
boyu yaklasik bir metreye kadar uzamaktadir. Yapraklar1 pargali bir yapiya sahip olup ince
tilylerle kaphidir. Mayis-Temmuz aylarinda ¢igek acan acibakla meyvelerinin sonbahara
dogru olgunlasmaktadir [60]. Kirli sar1 renge sahip meyvenin sekli yassi ve yuvarlaga
yakindir. Tirkiye’de Lupinus; ac1 bakla, delice bakla, gavur baklasi, koyun baklasi, kurt
baklasi, misir baklasi, yaban baklasi, Yahudi baklasi ve en yaygin olarak da “termiye” gibi

farkli isimlerle bilinmektedir [60].

1.4.2.1 Kullamim Alanlar

Lupinus albus, L. angustifolius ve L. luteus pek ¢ok iilkenin tarimsal alanda en ¢ok iirettigi
Lupinus tirlerindendir. Lupinus tretiminde; Akdeniz ulkeleri ve Afrika birinci; Amerika ise
ikinci bolge konumundadir. Lupinus tiirlerinin tarimda kullanilmasi ¢ok eski tarihlere
dayanir ve Akdeniz tarim sisteminin 6nemli bir elementidir. Akdeniz bélgesindeki Lupinus
trleri gesitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Yesil giibre, toprak koruma ve hayvancilikta
dogrudan otlak olarak kullanimi mevcuttur. Pek ¢ok Lupinus tirii eski tarimcilar tarafindan
tohumlart igin, yesil giibre ve yem olarak kullanilmigtir. Eski Romalilar ve Yunanlilar
L.albus’u toprak islahi igin kullanirlardi. Lupinus tohumlar1 hala Akdeniz bolgesindeki pek
cok tilkede tiiketilmektedir. 20. ylizyilin ikinci yarisindan sonra bazi Lupinus turleri nemli
tarim bitkisi gelmistir. Bu yiizyilda baz1 Lupinus tiirleri (L. albus, L. angustifolius ve L.

luteus) kiiltiire alinmigtir [61].

Modern Lupinus turlerinin yetistiriciligi 1920’lerde Almanya’da baglamistir. Almanya’da
Dr. von Sengbusch ¢esitli, alkaloid icermeyen Lupinus turleri gelistirdi [62]. Lupinus cinsine
ait tilirlerin azotlu gilibreye ihtiyact yoktur. Bu da bu tiirleri tarim igin elverisli hale

getirmektedir Lupinus albus subsp. albus insan besini olarak tiiketilmesi agisindan uzun bir
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gegmise sahiptir [62]. Bu taksonun tohumlar1 diyabet ve intestinal parazitlerin tedavisinde
tibbi bitki olarak da kullanilmaktadir [62].

Alkaloid orami diisiik olan Lupinus tirleri insan ve hayvan beslenmesinde guvenle
kullanilmaktadir. Lupinus tohumlar1 ¢ok degerli icerik maddelere sahiptir [63]. Lupinus
tariminin toprak yapisini duizeltmesi, derine inen kazik kokleri ile alimi zor olan fosfordan
faydalanma, daha sonra gelecek olan bitkilere ideal yapida bir ortam birakma gibi avantajlari

vardir [64].

Lupinus protein kaynagi, lif ve mevcut yan driinleri takviyesi i¢in kullanilabilir. Ayni
zamanda ekmek, biskiivi, makarna iirlinleri ve diger gida iriinlerinde de kullanilabilirler
[65]. Lupinus yiiksek protein oranina sahip (%28-47.6) ve diger baklagillerin yetisemedigi
alanlarda yetisebilen 6zel bir bitkidir.

Lupinus tirleri uzun senelerdir yesil giibre, yem bitkisi ve tohumlarindan insan ve hayvan
beslenmesinde faydalanmasiyla bilinen bitkilerdir. Lupinus’un farkl tiirleri sus bitkisi olarak
da kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda mevsimlik ¢i¢ek olarak dnerilmekte ve kesme gigek

kataloglarinda bulunmaktadir [66].

1.4.3 Yayilis1 ve Morfolojik Ozellikleri
Lupinus cinsi Glkemizde 1'i endemik 6 tur (8 takson) le temsil edilmektedir. (Sekil 1.6)’ de
ulkemizde gorilen taksonlar liste halinde sunulmustur [67].

Familya Ad Tiirkce Endemizm
Fabaceae Lupinus albus L. termiye

Fabaceae Lupinus albus subsp. albus L. termiye

Fabaceae Lupinus albus subsp. graecus (Boiss. & Sprun.) Franco & Silva tavsanbaklasi

Fabaceae Lupinus anatolicus W.Swiecicki & W.K.Swiecicki misirbaklas m
Fabaceae Lupinus angustifolius L. acibakla

Fabaceae Lupinus angustifolius subsp. angustifolius L. acibakla

Fabaceae Lupinus angustifolius subsp. reticulatus (Desv.) Cout. yahudibaklasi

Fabaceae Lupinus hispanicus Boiss. & Reut. delicebakla

Fabaceae Lupinus micranthus Guss. domuzbaklasi

Sekil 1.6: Ulkemizde yayilis gosteren Lupinus taksonlari [67].
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Tek yillik (annual), 20-80 cm aras1 boylanmaktadir. Yaprakg¢iklart 20-50 x 2-4 mm, diz,
linear veya spatulat, ciceklerin alternat dizilisli, korolla 11-13 mm ve mavi kaliksin (st
dudagi iki pargalidir. Meyve (legiimen) 35-60 X (6-) 8-13 mm, kisa ve tiiyliidiir. Meyve rengi
saridan siyaha dogru. Tohumlar 6-7 mm, diiz ve ¢esitli renklerde. Cigeklenme zamanlari
Mart-Mayis aylarindadir. Deniz seviyesinden 100 m yiiksekte, hafif topraklarda yetisir.
Tiirkiye’de; A1 (E) Canakkale, A2 (E) istanbul: Rumelihisar1, A2 (A) Kocaeli: Hereke, B1
Izmir: Emiralem, C1 Mugla: Bodrum, C2 Aydin: Yenipazar, C4 Adana: Anamur’ da rapor
edilmistir [64].

Sekil 1.7: L. angustifolius L. subsp. angustifolius' un genel goriintisii.
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Sekil 1.8: L. angustifolius L. subsp. angustifolius’un meyveleri.

1.4.3.1 Kimyasal I¢erikleri ve Kullanim Alanlar1

Acibakla (Lupinus sp.) Leguminosae ailesinin Uyesi olan genellikle Akdeniz bdlgesinde
yetistirilen bir bitki olarak bilinmektedir. Lupinusun ¢ok fazla tiirii olmasina ragmen en ¢ok
yetistirilen 3 -4 gesidi var. Bunlar; ak acibakla (Lupinus albus), sar1 acibakla (Lupinus
luteus), mavi acibakla (Lupinus angustifolius), inci acibakla (Lupinus mutabilis)’tir [68].
Suan firetilen acibakla gesitleri alkaloid igerigi tarafindan daha az %0.01’in altindadir.
Genetik yapilar1 daha {stiin durumdadir ve busekilde 1slah edilmektedir bu yiizden tath
acibakla olarak anilmaktadirlar [69]. Tabiki farkli bolgelerde yetistirilmis acibakla gesitleri
besin madde yapisi olarakdegiskenlikler gosterebilmektedir. Uzerine ¢alismalarm yapildig
ve kimyasal icerigi ve amino asit bilesimi en ¢ok bilinen mavi acibakla (Lupinus
angustifolius), ak acibakla (Lupinus albus) ve sar1 acibakla (Lupinus luteus) tdrleridir.
Tohumlarinda ki protein igerikleri oranlart kuru maddede genellikle %28-45 arasinda
degiskenlik gostermektedir. Acibakla tohumlarinda ki protein yapilari ikiye ayrilir albumin
ve globulin olarak bilinir. Toplam proteinin %85’ini globulinler geriye kalan kisimini
albuminler %15’ini olusturmaktadir. Globulinlerin tohumlarinda farkli tipte o, B ve y gibi U¢
tipi bulunmaktadir [72].

Acibakla tohumlariin 1slah edilen tiirlerinde igeriginin lisin ve metiyonin amino asidinin
acisindan diisiik oranda bulunmasi bagka farkli birgok baklagil proteinleri ile ayn1 oldugunu
goOsteriyor. Fakat acibakla tohumlarmin iyi bir arjinin kaynagi oldugu bilinmektedir.
Tohumundaki kabuklarin karbonhidrat igerigi degisiklik gosterir ve embriyosu farklidir.

Acibakla embriyosu yapisal polisakkaritlerden seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve az miktarda
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lignin igerirken kabuklar1 ise yapisal olmayan hiicre duvari polisakkaritlerinden (NSP)
galaktoz (%67), arabinoz (%13) ve uronik asit (%10) igerir [70]. Acibaklanin igeriginde
bulunan ana polisakkarit [-(1-4)-galaktan; D-galaktoz, L-arabinoz, L-ramnoz ve
galaktouronik asittir [71]. Acibakla tohumlar1 yiiksek ham seliiloz icerigine sahip %12-18
arasinda degisen bir miktardadir. Bu tiirlerde tohum kabugunun kalinligimi etkileyen bir
sonuctur. L. luteus’larda %30, L. angustifolius larda %25 ve L. albus’larda %15’idir [73].
Tohumunda ki ve hiicre duvarinda bulunan galaktanlar ve pektik maddeler ham seliiloz
tayini tespit edilemez ve bu acibaklanin kullanilabilir karbonhidrat i¢eriginin diisiik tespit
edilmesine neden olur. Tohum (Lupinus angustifolius) ‘nun yaklagik %38’ NSP’lerden
olusur bununda yaklasik %89’u suda ¢6ziinemeyen molekiillerden yapilardir [74]. Acibakla
tohumlarinda nisasta (%0.4) yag icerigi %4-11 arasinda degismektedir. L. albus (%8-11)
Acibakla tiirlerinin yag1 ile soya yagi yag asidi yapilari birbirine benzerlik gosterir fakat
cevresel faktorlere gore farkl tiir ve gesitler arasinda 6nemli 6l¢iide farkliliklar gézlenebilir.
L. albus tlrinun toplam yag igeriginin %70- 80’ni doymamis yaglardan olusmaktadir. Ve
toplam yag miktar ile igerisinde ki oleik asit miktarinin arasinda bir bag oldugu ve oleik asit
yag miktar1 %53 oldugu bilinmektedir [78]. L. angustifolius ve L. luteus gesitlerinde ise yaga
asiti farklidir genellikle dominantolan yag asidi linoleik asittir. L. angustifolius ¢esidinin
linoleik asit igerigi %33.7-48.3 arasinda farklilik gostermektedir [78]. Ancak bu yag asidinin
kendisi esansiyel oldugu gibi hayvan beslemede kullanimini sinirlayan en nemli etkenin
iceriginde bulundurdugu alkaloid ve glikozitlerdir. Hastaliklara sebeb olan alkaloidler
hayvanlar tarafindan yiiksek miktarda tlketildiklerinde lupinose denilen bir hastaliga sebep
olurlar [78].

1.4.3.2 L. angustifolius L. subsp. angustifolius Uzerinde Yapilmis Literatiir
Cahismalar
L. angustifolius subsp. angustifolius (Fabaceae) Lupinus cinsinin 6nemli taksonlarindan
birisidir. Fabaceae ailesine ait otsu bitkilerin toprak verimliligi arttirma, sanayi ve pek ¢ok
tibbi ve farmakolojik alanda kullanilmaktadir. Bununla birlikte acibakla tohumlarinin ¢ogu
hayvan yemi olarak kullanilir %4'ten az1 insanlar tarafindan tiiketilmektedir [75]. Lupinus
tohumlarinin yiiksek proteinli, yliksek lifli ve diisiik yag iceriginden dolay1 besin degeri
mukemmel sanayi potansiyeli yiksektir [76]. Lupinus (ac1 bakla) baklagiller familyasindan,
200 kadar tlr0 iceren bitki cinsidir. Bu cinsin yabani gesitleri vardir [77]. Bununla birlikte,
diinya iizerinde sadece dort ana tiir yetistirilmektedir. L.angustifolius (mavi lupin), Lupinus

albus(beyaz acibakla), Lupinus luteus (sar1 acibakla) ve Lupinus mutabilis (inci acibakla).
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Bu tiirlere, sahip olduklar: diisiik alkaloit igerigi ve dolayisiyla daha az toksik olmalarindan
dolayi tatli lupinler olarak adlandirilir. Acibakla iirlinlerinde toplam alkaloit miktar igin
Ingiltere, Fransa, Avustralya ve Yeni Zelanda saglik yetkilileri tarafindan belitrlenen
guvenlik limiti, kuru madde 0.2 g / kg'dir [79]. Yiiksek konsantrasyon da tiiketildiginde
alkaloidler zehirli olabilir [80]. Avustralya’da iiretilen baskin ¢esit acibakla L. angustifolius.
Lupinus esasli gidanin baslica saglik faydalari sunlardir: kan basincinin diisiiriilmesi,
bagirsak fonksiyonunun iyilestirmesi, kolonik mikrobiyotik biiylimenin uyarilmasi, kolon
kanseri riskinin azalmasi, kan glikoz seviyelerinin kontrol edilmesi ve kardiyovaskiiler
saglhigin iyilestirilmesini saglar [81,83]. Saglik yararlar1 goz oniine alindiginda acibaklaya
ait polisakkaritler biyolojik aktivitelerini arastirmak son derece onemlidir [84]. Dogal
antioksidanlara olan ilgi 6nemli Ol¢iide artis gostermektedir. Ayrica acibakla alkaloid
ekstresinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri standart bakteri suslarina karsi test
edilmis ve onemli aktivite gostermistir [85]. Son yillarda 6nlem ve tedavi etkilerinden
sebeple ¢esitli hastaliklarda kullanim1 arastirilmaktadir ve bu yiizden diger bir konu olan
antimutajenik, antibakteriyel, antifungal ve antikanser gibi biyolojik 6zelliklerin bitkiler

Uzerindeki etkileri de 6nem kazanmustir [86].
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Bitki Materyallerinin Hazirlanisi

Calismanin materyalini L. angustifolius subsp angustifolius taksonu olusturmaktadir.
Taksonun, meyve zamaninda toprak {isti kisimlar1 toplanmistir. Bitkilerin toplanma
lokalitesi asagida verilmistir: B1 Balikesir: Edremit, Altinoluk Sahinderesi mevkii, zeytinlik
ustleri, 120 m, 12.06.2017 SV1160.

Bitki orneklerinin teshislerinde Tiirkiye Florasi'ndan faydalanilmistir. Teshisi yapilan
bitkilerin dogrulugu Prof.Dr. Selami SELVI tarafindan onaylanmistir. Teshisi yapilan ve
onaylanan ornekler etiketlenerek herbartum 6rnegi olarak Altinoluk Meslek Yiksekokulu

Botanik laboratuvari'nda muhafaza edilmektedir. (Tablo 2.1)’de bitkiye ait veri tablosu yer

almaktadir.
Tablo 2.1: Bitki veri tablosu.
Bitkinin ad1 Toplandigi yer ~ Tarih Herbaryum Y ukseklik(m)
numarasi
L. angustifolius Bl Balikesir- 12.06.2017 SV1160 120 m
subsp Edremit
angustifolius Altioluk

2.2 Bitki Ekstralarinin Hazirlanmisi

L. angustifolius subsp. angustifolius bitkisi kuru ortamda giines gérmeden kagit iizerinde
kurutuldu. Bitkiye ait yaprak, govde ve tohum 6rneklerinden 6giitiilerek 4'er gr tartildi 40
ml methanol eklenerek 1 saat buz banyosu iginde ¢alkalamali inhibitorde bekletildi daha
sonra 8750 rfm 5dk santrifiij edildi, ekstrakt i¢in bu islem 3 kez tekrarlandi. Siizgeg
kagidindan stiziilerek ve ¢6ziicii rotary evaporatoriin (doner buharlastirici) (Sekil 2.1)’de 40°
C'de uguruldu. Bitki ekstralarinin % verimlerinin belirlenmesi i¢in bitki kisimlarinin kuru
agirliklart tartildi. Daha sonra elde edilen ekstralarin tartimi yapildi ve yield % verimi
denklemi ile (kuru agirlik x ekstra verimi=100 x ekstra agirligi) bulundu ve +4° C'de
saklanacak sekilde bitki ekstrakti hazirlandi. Deney de kullanilacak bitki ekstrakt

konsantrasyonlari i¢in 1000 mg/ml olacak sekilde distile su ile ¢ozuldi.
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Sekil 2.1: Doner buharlastirici.

2.3 Kullanilan Kimyasal Cozeltiler
%7 Na2COs: 7gr Na2CO3 tartilip distile suda ¢oziildii ve distile su ile balon jojede 100

ml’ye tamamlandi.

1 mM DPPH: 0,039432 gr DPPH tartilarak etanolde ¢6ziildii ve balon jojede etanolle 100

ml’ye tamamlandi.

%5 NaNOz: 5 gr tartilip distile suile 99,7 g/100’dan 100 ml suda ¢6zuldu.
AICls: .%10 AlCls ¢ozeltisi 133,34 g / mol 100 ml’ye kloroform ile tamamlandi.
NaOH: 1M 39,997 g/mol ¢ozeltisi hazirland.

Gallik asit: Farkli derisimlerde 1ppm=1ml/kg olacak sekilde hazirlandi.

2.4 Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikroorganizmlarin antifungal aktivite testinde; Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3),
Aspergillus flavus Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534) ve
Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) kullanilmistir. Bitki
ekstratlarinin antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis’ in H37Ra (ATCC
25177) ve H37Rv (ATCC 27294) suslarina ve 16/6 ve TBOS iki hasta susuna karst denendi.
TUm mikroorganizmalar Balikesir Universitesi, Fen — Edebiyat Fakiltesi Biyoloji BAlimii

’nunde mikrobiyoloji laboratuvarinda saklanmaktadir.
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2.5 Kullanilan Besiyerleri

2.5.1 Antifungal Aktivitede Kullamlan Besiyerleri

Tuplerde Broth besiyerleri yatik agarli ve petri kabinda besiyeri hazirlanmasi igin tliplere 6
ml olmasi i¢in besiyeri eklenmistir ve daha sonra 1.5 atm basingh 121 °C’ de 20 dakika
otoklavda sterilizasyon islemi gergeklestirildi. Sterilizasyon islemi sonrasinda tupler yatik

olarak daha sonra kullanilmak tizere + 4 °C’ de buzdolabinda saklandi.

2.5.2 Antitiiberkiiloz Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

Middlebrook 7H9 Broth Base (pH 6.6 £ 0.2) antituberkiloz aktivitesi igin kullanilan
Mycobacterium tuberculosis bakteri kiltiiri ve pasajlanmas igin 6zel besiyerisi kullanildi.
MGIT taplerin dip kisimlarinda bulunan silikon oksijene hassas floresans sensort tlpun ic¢
kisminda bakteriler iiremeden 6nce bulunan oksijen varligi floresansini goériinmesini
engelleyicidir. Fakat bakterilerin ¢ogalmasi sonuncunda ortamda ki oksijenin azalmasi
sebebiyle UV 1s1ginda (Wood’un lambasi) 365 nm’ de floresansin goziikmesine olanak

saglar. Boylelikle bakteri Gremesinin oldugu kontrol edilir.

2.6 Serum Fizyolojik Hazirlanisi
9 gr NaCl, 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Tiiplere paylastirilarak otoklavda 20

dakika 121 °C’ de steril edildi. inokulum siispansiyonunun hazirlanmasinda kullanilds.

2.7 inokulum Siispansiyonunun Hazirlanisi
Antifungal aktivitede ise fungus inokulumu 450 nm’ de 0.6 absorbans degeri okunarak

ayarlandi.

2.8 Antioksidan Tayin Yontemleri

2.8.1 Total Fenol Miktar Tayini

Bitki ekstralarinin da ki toplam ¢oziinebilen fenolik madde Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
yontemine gore tayin edildi. Folin-Ciocalteu icerinde bulunan fosfotungistik ve
fosfomobidik asitlerin oksidasyon sonucunda elde edilen mavi renkli bilesiklerin
konsantrasyonun 760 nm'de spektrofotometre cihazinda okunmasina dayali tekniktir.
Yiksek absorbans, fenolik bilesiklerinin igerigini yansitir [92]. Genellikle sonug es deger
gallik asit (mg/100g) cinsinde ifade edilir. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki

ekstralarindan 0,125 ml alind1 ve tizerine 0.5 distile su ilave edildi. 0,125 ml Folin-Ciocalteu
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cozeltisi eklendi. 3 dk inkiibasyona birakilir.1,25 ml %7 NaCO3 eklenir.Iml distile su
eklenir. Karigimin absorbandi 760nm'de 6lgiiliir. Gallik aside gore kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Gallik asit konsantrasyonu 0-100 pg /ul (R2= 0.99)arasinda hazirlandi. Olusan egriden
fenolik madde miktar1 (GAE) es degeri mg/100g olarak hesaplandi [88].

2.8.2 DPPH Radikal Stpuricu Etki Tayini

Serbest radikal stpdrict aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak
belirlendi. Yontemim prensibi, oziitlerin bir proton veya elektron verebilme yetenegi ile
DPPH radikalinin indirgenmesine ve ¢ozeltinin baglangigta mor olan renginin kaybolmasina
dayanir. Mor renkli ¢ozeltinin 520 nm civarindaki absorbansinin azalmasi Olglilerek
reaksiyon takip edilir. Absorbansinin diismesi yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin
gostergesidir. Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin onerilmesi ile ortaya
cikmistir. Antioksidan aktivite Ol¢iimlerinin yogunlastigi yillarda Brand-Williams ve
arkadaslar1 yontemi gelistirmis ve bu yontem pek ¢ok arastirici tarafindan referans olarak

kullanilmustir.

Bu ¢alismada bitki 6ziitlerinden 1 mg/ml stok hazirlanmis ve stoktan farkli konsantrasyonlar
ayarlanmustir. Tiiplere 6nce 1 ml istenilen konsantrasyonda ki 6zutler kondu ve 4 ml DPPH
cozeltisi eklenmistir 30 dk karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. 30 dk sonra 517 nm de
absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Ornek ve standart madde yerine Kor olarak oziit ¢oziiciisii
ve diger sartlar ayn1 olacak sekilde DPPH ¢dziiciisii kullanilmistir. Kontrol absorbansi taze

ol¢iiliir. % DPPH Serbest radikali Giderme Aktivitesi degeri:
% Inhibisyon = [AK — AO / AK] x 100 2.1)
Denklemi ile hesaplanmistir. %50 inhibisyonu saglayan 0ziit ve standart madde

konsantrasyon degeri (IC50), 6ziit konsantrasyonuna karsilik gelen inhibisyon degeri

grafiginden hesaplanarak bulundu ve IC50 = pug/ml olarak verildi [89].
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2.8.3 Toplam Flavonoid Icerigi

Serbest radikal treten enzimlerin inhibisyonu, serbest radikallerin stptrtlmesi ve demir ve
bakir iyonlarini selatlanmasi gibi birgok farkli aktivitesinden dolayi flavonoidler antioksidan
Ozellik gostermektedirler [93].Toplam flavonoid madde miktari, flavon ve flavonollerin C-
4 keto grubu ve C- 3 veya C-5 hidroksil gruplari ile aliiminyum kloriiriin asit iginde kararli
kompleksler olusturmasi esasina dayanan, Aliiminyum kloriir (AlCI3) kolorimetrik metodu
kullanilarak tayin edilmektedir. Bu aktivitelerin agiga cikarilmasi icin belirli teknikler
kullanilir. Bu teknik bitki ekstralarindan 0.25 ml alinir ve tizerine 0,075 ml %5 NaNO2
cozeltisi ilave edilir.%10 ALCI3 ¢ozeltisinden 150 ml eklenir ( 6 dk bekletildikten sonra )
5dk inkibasyona siresinden sonra 0,5 ml 1M NaOH cdzeltisi ilave edilir. Hacim distile su
ile 2.5 ml olacak sekilde ayarlandi.510 nm'de spektrofotometre cihazinda okutuldu [88].
0,05-0,25 (mg/ml) standart ¢ozeltileri kullanilarak rutin esdeger alinarak kalibrasyon egrisi
cizildi [90].

2.9 Antifungal Aktivite

Antifungal aktivitede fungus karigimi hazirlamak icin serum fizyolojik stspansiyonu ile
MacFarland standardina 0.5 olacak sekilde ayarlandi. Inokulumu degerini spektrofotometre
450 nm’ de 0.6 absorbans okutularak degerler belirlendi. Antifungal aktivite testlerinde
standart suslar (Aspergillus niger, A. ochraceus, Aspergillus flavus ve Fusarium
proliferatum) kullanilarak funguslar igin besiyerleri yatik agarda 72 — 96 saatlik bir siire de
28 °C’ de inkiibasyona da bekletilerek Ureme gergeklestirildi. Mikroorganizmalarin taze
kaltdrler icin inokulum siispansiyonu hazirlandi ve tiim mikroorganizmalar icin wellplate iki
seri olarak calisildi. Oncelikle besiyeri olarak Sabouraud Dekstroz Broth, eklendi ve ilk
kuyucuktan baglayarak kuyucuklara 100 pl besiyeri konuldu. 50 pl bitki ekstresi eklendi ve
10. kuyucuk kadar islem devam etti ve bir 6nceki kuyucuktan 100 pl ¢ozeltisi alinarak diger
kuyucuga eklenerek seyreltme yapildi ve bu islem iki seri halinde yapildi. Seyreltme
tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki ekstre karisimlarinin konsantrasyonun 25mg/ml -0.05
mg/ml’ e araliginda olacak sekilde tamamlanmis oldu. Negatif kontrol disinda tiim
kuyucuklara 20 pl inokulum siispansiyonundan konuldu. Kuyucuklarin tamamina eklenen
bitki ekstresi, besiyeri ve inokulum stispansiyonu tamamlanan well plateler, 28 °C” de 72 —
96 saat suresince inkubasyon igin bekletildi. Surenin bitiminden sonra ¢ogalmanin oldugu
kuyucuktan once ki yliksek olan iireminin oldugu cukur konsantrasyonu MIK degeri olarak

belirlenmistir.[94]
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2.10 Antituberkuloz Aktivite

MGIT tlpleri igerisine hazirlanmis olan 4 ml Middlebrook 7H9 Broth Base besiyeri
konularak PANTA antibiyotiginden 0,1 ul eklendi. Bu islem yapilmadan once besiyeri
icerisinde her tlp i¢in 0.5 ml OADC (oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz) ile sulandirmak
icin antibiyotige eklendi. Tum kuyucuklar (96 well-plate)’ larin 100 pl besiyeri olarak
sekilde konuldu. Daha sonra ekstreden ilk kuyucuga, 100 ul eklenerek konsantrasyonun
1280mg/ml olmasi saglandi. Diliisyonlarin bitiminde seri diliisyonlarin kuyucuklar da ki
konsantrasyonlart 1280-2.5 mg/ml olarak tamamlanmis oldu. Ekstreler Mycobacterium
tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ve H37Rv (ATCC 27294) suslarina TB05 ve 16/6 iki
tane olacak sekilde hasta susuna kars1 test yapildi. Kuyucuklara inokulumdan negatif kontrol
kuyucugu hari¢ her kuyucuga 20 pl konuldu. Bu g¢alisma 3 seri halinde c¢alisildi ve
tirlimelerin gergeklesmesi i¢in 37 °C’ de 7-8 glin boyunca inkiibasyona birakild1 [86].

MIK ve MBK degeri belirlemek icin “Presto Blue” biiyiime indikatdrii kullanilarak tiim
kuyucuklara 20 ul konuldu. Inkiibasyon icin 10 dk beklendi, bu asamadan sonra iireme
gerceklesen c¢ukurcuklar pembe-mor renkte boyanirken, {iremenin ger¢eklesmedigi

cukurcuklar mavi renkte kaldi.

Uremenin gergeklestigi kuyucuktan bir once olan kuyucuk konsantrasyonu belirlenerek
MIK degeri olarak not edildi. Bir diger iiremelerin olmadig1 kuyucuklardan 20 pl alind ve
80 ul taze besiyerlerinden gukurlara konuldu ve tekrar inkuibasyona igin beklemeye birakildi.
Bu deger MBK degeri olarak belirlendi ve Uremenin gergeklesmedigi konsantrasyon degeri
olarak kayit edildi.
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2.10.1 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MiK)

Funguslar ve Bakteriler i¢in besiyerlerinde inklbasyona tabi tutularak yetistirildikten sonra
karisimin (bitki ekstresi, besiyeri ve inokulum stispansiyonu) 96 - well plateler funguslar
igin ise 28 °C’ de 72 — 96 saat Mycobacterium tuberculosis 37 °C’ de 7-8 giin bekletildikten
sonra inkiibasyon tamamlandiktan sonra, (remenin gerceklestigi konsantrasyonlar
belirlenerek yiilksek konsantrasyona sahip olan kuyucuktan MIK degeri belirlendi. Bu

minimum inhibisyon konsantrasyonu demektir. [91].

2.10.2 Minimum Bakterisit ve Fungisit Konsantrasyonunu Belirleme (MBK ve MFK)
MIK degeri olarak bilinen iiremin gerceklestigi kuyucuktan elde edilden veriler ile
mikroorganizmalarin statik aktivitesini belirleyen yani mikroorganizmalarin iremesini
durduran konsantrasyonu olarak belirtirlen degerdir, ancak MBK bakteri ve fungus
mikroorganizmalarinin iiremenin gerceklesmedigi kyucuktan alinan mikroorganizmalar ile

elde edilen verilerin 6ldiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilir.

2.11 Kullanilan Cihazlar

Ekstrelerin elde edilmesi asamasinda fazla i¢inde buldurdugu kimyasaldan uzaklastirmak
icin kullanilan cihaz rotary evaporator (doner buharlastirici) kullanildi. Antituberkiloz
aktivite caligmalarinin gergeklestirilmesi i¢in Bilser marka W-lamp hepafiltreli laminaflow
cihazi kullanildi. Mikroorganizmalarin Uremelrinin uygun sicakliklarda gergeklesebilmesi
icin Elektro-Mag marka etlv tercih edildi. Karigimlarin yeterince homojen olmasini saglana
cozeltiler, besiyerler, inokulumlar icin tercih edilen cihaz Elektro-Mag marka vortex
kullanildi.
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3. BULGULAR

Lupinus angustifolia L. bitkisinin gdvde, tohum, yaprak kisimlar1 kurutuldu ve 6giitiilerek
4’er gr olarak tartildi, methanol ¢oziiciisii ile ekstre elde edildi. Tim ekstratlarin antioksidan,
antifungal, antittberkiloz aktiviteleri verileri incelendi. Ekstraksiyonlar sonunda,
orneklerden elde edilen ekstratlarin yizde veriminin % 6,95 ile %10,44 araliginda degistigi
gozlendi. Bitki kisimlarinin ekstraksiyon verimleri tek tek hesaplandi. (Tablo 3.1)’de
goriildiigii gibi; en yiiksek degere sahip ekstraksiyon verimi % 10,44 ile tohumun ve en

diistik %6,95 ile metanol ekstraktinda ki gévde kismindan elde edildi.

Tablo 3.1: Yaprak, tohum, govde ekstraktlarinin methanol ¢ozuculerdeki % ekstraksiyon

verimi.
Lupinus angustifolia L. Yaprak Tohum Govde
Bitki ekstratlarinin  kuru 4,30 4,02 4.60
agirligr (gr)
Eksratlarin verimi ( Yield 8,8 10,44 6,95

%)

Lupinus bitkisine ait kisimlar govde, tohum, yaprak ekstralarinin konsantrasyonlari
belirlemek igin destile su ile 1000 mg/ml olarak hazirlandi. Farkli konsantrasyonlarda

hazilanan 6rnekler, bu stok ¢ozeltiden seyretilerek gergeklestirildi.

3.1 Total Fenol Miktar Tayini Sonuglari

Bitki ekstralarindaki toplam ¢6ziinebilen fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
ile tayin edildi. Gallik asit es deger alinarak hazirlanan standart grafik (Sekil 3.2) yardimiyla,
tohum, govde ve yaprak ekstratlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 mg gallik asit (mg
GAE/qg taze ekstrakt) olarak hesaplandi.
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Tablo 3.2: Bitki ekstratlarinin toplam fenolik madde miktarlari.

Fenolik Madde Bileseni (ng/ml)

Yaprak 41,7+8.1(png/ml)
Govde 37,5+ 10.8(pg/ml)
Tohum 42,7 £7.3(ng/ml)
Gallik asit 1,68 £2,8 (ug/ml)

Gallik Asit Miktar1 (ppm)

1.9 ¢
1.8 y=0,0085x-0,0029 .
17 R2=0,9858 ..
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Sekil 3.1: Gallik asit standart grafigi.
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Sekil 3.2: Bitki ekstratlarinin gallik asit esdegeri olan fenolik madde icerikleri.
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Gallik asit esdeger alinarak olusturulan kalibrasyon egrisi grafigi sonucu elde edilen
denklem yardimuiyla belirlenen gallik asit esdegeri alinarak hesaplanan toplam fenolik madde
miktarlarimin degerleri; 37,5-42,7 mg/gr araliginda belirlendi. (Sekil 3.2)’de belirtildigi
lizere; yaprak, tohum, govdenin fenolik madde igeriginde Acibakla drneklerinden tohum
orneginin fenolik madde igerigi yaprak ve govde d6rneginden daha yiiksek olarak belirlendi.

Karsilastirildiginda tohum>yaprak>govde olarak gorulmektedir.

3.2 DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Sonuglar:

Serbest radikallerden biri olan DPPH radikali dogaln antioksidanlarin giderme aktivitesini
6lgmek icin kullanilir. Lupinus bitkisinin govde, tohum ve yaprak ekstratlarinin serbest
radikal giderici etkilerinin aktivitesi icin kullanilan bir ydntemdir. Orneklerin ABS
spektrofotometre sonucglarindan elde edilen degerler;% DPPH Serbest radikali Giderme
Aktivitesi degeri: (Absorbans kontrol- Absorbans 6rnek )/ Absorbans kontrol)x 100 formali
ile DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulundu. Ekstralarin DPPH serbest radikali

giderme aktivitelerine ait konsantrasyon -% inhibisyon grafikleri cizildi (Sekil 3.3).

DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Konsantrasyon (mg/ml)

0 20 40 60 80 100 120
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c
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Sekil 3.3: Bitki ekstratlarinin DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglari.
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DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Konsantrasyon (mg/ml)
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Sekil 3.4: Bitki ekstratlarinin ve standarttin DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglari

karsilagtirilmast.
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Sekil 3.5: Farkli konsantrasyonlarda ki tohum 6rneginin % inhibisyon degerleri.
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Sekil 3.6: Farkli konsantrasyonlarda ki gdvde 6rneginin % inhibisyon degerleri.

60
y=4.97x + 26.45

50 R*=0.9325

-
———
-
-

40

-,
-
-
-
-

30

20

%% inhibisyon

10

20 40 60 80 100

Yaprak (mg/ml)

Sekil 3.7: Farkli konsantrasyonlarda ki yaprak 6rneginin % inhibisyon degerleri.

Sekillerde grafikler incelendiginde; DPPH radikali giderme aktivitesi bakimindan yaprak
ekstralarinin, gévde ve tohum ekstra drneklerinden daha yuksek aktivite gosterdigi belirlendi
(Sekil 3.4). Tohum, yaprak ve govde ekstralarinin yiikselise gecen konsantrasyonlar: ile
dogru orantili olan DPPH radikali giderme aktivitelerinin arttig1 agikladi. Yapraktan elde
edilen % inhibisyon degerleri standartlara gore en yakin aktivite yonunden gosterilebilir
daha sonra siralama govde ve tohum olarak devam etmektedir. Tiim ekstralarinin %
inhibisyon degerleri (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7)’ de yukarida belirtilen standartlarda
oldugu gibi giderek oldukga yiikseklir. 80 ve 100 mg/ml’lik konsantrasyonlar da radikal
giderme aktivitesi yonunden standartlarla karsilastirilabilir ylkseklikte degerler elde
edilmistir. Yaprak, gévde tohumun ekstralarinin 80 mg/ml’lik konsantrasyonlarin da
sirasiyla %48 %36,6 ve %30,2 radikal giderme aktiviteleri gozlenirken 100 mg/ml’lik

konsantrasyonlarda ise sirasiyla % 50 % 54 ve % 39 aktivite gdzlenmistir.
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EC50 degeri belirlenmesinde tepkime ortamindaki radikalin %50’sinin yakalanmasi olmasi
gereken antioksidan konsantrasyonu olarak agiklanabilir ve diisitk EC50 degeri gostergesi
yuksek radikal giderme aktivitesini bize agiklar. Lupinus ekstralarmin radikal giderme
aktivitelerinden c¢izilen % inhibisyon konsantrasyon grafiklerinden elde edilen denklemin
formiiliiyle 50 degerine esitlenmesi sonucu EC50 degerleri belirlendi (Tablo 3.3). Tim
ekstralar icinde en diisiik EC50 degerini tohum ekstrakti, en yuksek degeri ise yapragin

ekstrakt: vermistir. Or(tohum % inhibasyon denklemi):

y = 4,32x + 14,48 (3.1)
x =1C50
50 — 14,48 = x4,32

3552 =4,32x

X =822

Tablo 3.3: Lupinus ekstratlarinin EC50 degerleri tablosu.

ECS50 Degerleri (ng/ml)

Yaprak 4,73(pg/ml)
Govde 5,11 (png/ml)
Tohum 8,2(ng/ml)

Gallik asit 1,68(pg/ml)

3.3 Toplam Flavonoid icerigi Sonuglar

Lupinus bitki oziitlerinin toplam flavonoid madde miktarinin tayini, aliiminyum kloriir
klorometrik yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem ile bitki 6ziitlerin toplam flavonoid madde
miktarlariin belirlenebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlardaki rutin es deger alinarak farkl
konsantrasyonlarda ki absorbanslar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi (Sekil 3.8) cizilmistir.

Elde edilen egri sonucu ABS degerleriyle flavonoid madde miktar1 (Tablo 3.4) bulundu.
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Sekil 3.8: Rutin Esdeger (Kalibrasyon egrisi) standart grafigi.

Tablo 3.4: Bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid madde miktari.

‘ Flavonoid madde miktar: (mg/ml)

Yaprak 11,6+1.4 (ug/ml)
Govde 14,245.3 (ug/ml)
Tohum 13,6+ 2 (ng/ml)

3.4 Antifungal, Antitiiberkiiloz Aktivite Bulgular:

MIK minimum inhibisyon konsantrasyon degeri olan sonuglarin, bitki metanol ekstrelerinde
tiremenin ger¢eklesmedigi konsantrasyonun yani inhibe eden konsantrasyon degeri olarak
bilinen, MFK-MBK degerleri mg/ml olarak belirtildi. Antifungal aktivite testi sonucu
bitkilerin yaprak, tohum, gévde kisimlarinda elde edilen ekstrelerin fungus tiremesini inhibe
etmedigi goriildi (Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12) bu yiizden MIK degeri
hesaplanamadi ve antifungal aktivite gozlenmedi. Antitliberkiloz aktivite testleri dort
Mycobacterium tuberculosisi susu iizerinde denendi MIK ve MBK degerleri belirlendi. L.

angustifolius subsp. angustifolius, bitkisinin antifungal aktivitesi sonuglari;
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Sekil 3.9: L. angustifolius L.subsp. angustifolius bitkisi (gdvde, tohum, yaprak 6rnegine)
ait Aspergillus niger’ e kars1t MIK aktivite testi. 1- AB-g6vde,2- DE-yaprak,3- GH-tohum
orneklerine ait Aspergillus niger 11 pozitif -12-negatif kontrol.

Sekil 3.10: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (Govde, tohum, yaprak
ornegine) ait Fusarium proliferatum’ a kars1 MIK aktivite testi 1- AB-govde,2- DE-
yaprak,3- GH-tohum 6rneklerine ait 11 pozitif 12 negatif kontrol.

36



Sekil 3.11: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (gévde, tohum, yaprak drnegine)
ait Aspergillus flavus’a kars1 MIK aktivite testi 1- AB-Gvde,2- DE-yaprak,3- GH-tohum
orneklerine ait Aspergillus flavus 11 pozitif 12 negatif kontrol.

Sekil 3.12: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (Gévde, tohum, yaprak
ornegine) ait Aspergillus ochraceus’a kars1t MIK aktivite testi 1- AB-Govde,2- DE-
yaprak,3- GH-tohum 6rneklerine ait Aspergillus ochraceus 11 pozitif 12 negatif kontrol.
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Tablo 3.5: L. angustifolius L. subsp. angustifolius methanol ekstrelerinin Antitiiberkiiloz
Aktivite Degerleri (mg/mL).

L. angustifolius L. subsp. angustifolius
Bitkisinin (Govde ornegi)

MIK MBK POZITIF(+) NEGATIF(-
KONTROL KONTROL

TB-05 160 640 + -
16/6 hasta susu 80 640 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Ra 160 160 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Rv 80 640 + -

Sekil 3.13: L. angustifolius L. subsp. angustifolius bitkisi (gévde drnegine) ait MiK
fotograflari, 1) ABC sirasi; M. tuberculosis (RV) FGH sirasi; 16/6 Hasta susu 11 pozitif
12 negatif kontrol.
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Sekil 3.14: L. angustifolius L. subsp. angustifolius bitkisi (gévde drnegine) ait MIK
fotograflari, 2) ABC sirasi; TB-05 FGH sirasi; M. tuberculosis (RA)11 pozitif 12 negatif
kontrol.
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Antitiiberkiiloz aktivite ¢caligmalarinda bitki ekstrelerin de ki gdvde 6rnegi igin viriilant ve
avirulant susa kars1 80mg/ml ve 160mg/ml degerlerinde MIK degerleri ve MBK degerleri
RV ve RA 640mg/ml 160mg/ml ve etki gosterirken hasta suslarina karst MIK 160-80mg/ml
MBK 640mg/ml degerinde antitliberkiiloz etki gosterdi.

Tablo 3.6: L. angustifolius L. subsp. angustifolius metanol ekstralarinin antitiiberkiiloz
Aktivite Degerleri (mg/mL).

L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisinin (yaprak érnegi)

MIK MBK POZITIF(+) NEGATIF(-)
KONTROL KONTROL

TB-05 160 640 + -
16/6 hasta susu 320 160 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Ra 160 640 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Rv 160 640 + -

Sekil 3.15: L. angustifolius L. subsp. angustifolius bitkisi (yaprak érnegine) ait MIK
fotograflari, 1) ABC sirasi; M. tuberculosis (RV) FGH sirasi; 16/6 Hasta susu 11pozitif 12
negatif kontrol.
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Sekil 3.16: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (yaprak drnegine) ait MIK
fotograflari, 2) ABC sirasi; TB-05 FGH sirasi; M. tuberculosis (RA) 11pozitif 12 negatif
kontrol.

Bitki ekstrelerin de ki yaprak ornegi i¢cin RV ve aviriilant RA susa karsi 160mg/ml ve
640mg/ml degerlerinde MIK degerleri ve MBK degerleri yaprak 6rnegi i¢in (Tablo 3.6) RV
ve RA 640mg/ml 160mg/ml ve etki gosterirken hasta suslarna karst MIK 160-320mg/ml
MBK 640-160mg/ml degerinde antitiiberkiiloz etki gdsterdi.

Tablo 3.7: L. angustifolius L. subsp. angustifolius methanol ekstrelerinin Antitiiberkiiloz
Aktivite Degerleri (mg/mL).

L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisinin (tohum 6rnegi)
MIK MBK POZITIF (+) NEGATIF (-
KONTROL ) KONTROL

TB-05 160 640 + -
16/6 hasta susu 160 640 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Ra 160 640 + -
Mycobacterium tuberculosis H37 Rv 80 640 + -
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Sekil 3.17: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (tohum 6rnegine) ait MIK
fotograflari, 1) ABC sirasi; M. tuberculosis (RV) FGH sirasi; 16/6 Hasta susu 11pozitif 12
negatif kontrol.

Sekil 3.18: L. angustifolius L. subsp. angustifolius Bitkisi (tohum &rnegine) ait MiK
fotograflari, 2) ABC sirasi; TB-05 FGH sirasi; M. tuberculosis (RA) 11 pozitif 12
negatif kontrol.

Bitki ekstrelerin de ki tohum 6rnegi igin RV ve RA susa karsi 160mg/ml ve 640mg/ml
bulgularinda MIK degerleri ve MBK degerleri tohum 6rnegi i¢in (Tablo 3.7) RV ve RA
640mg/ml 160mg/ml ve 80mg/ml 160mg/ml etki gosterirken hasta suslarina karst MIK 640-
160mg/ml MBK 640-160mg/ml degerinde antitiiberkiiloz etki gosterdi.
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4. SONUC VE ONERILER

Lupinus tiirleri igin ger¢eklesen ¢alismalarin taksonomik, anatomik ve morfolojik agidan ele
alinmasinin yaninda, bu cinse ait ¢esitli tiirlerin fenolik bilesikler, fenolik asitler, flavonoid
icerikleri, antifungal aktiviteleri arastirilmistir bu calismalara ek olarak antitiiberkiiloz
aktivitesi arastirilarak literatiire L. angustifolius subsp. angustifolius ait bu turin biyolojik

Ozellikleri tanimlanmasi amaclanmistir.

Calismamizda L. angustifolius subsp. angustifolius bitki tlrinln ekstrelerinin antifungal,
antioksidan antitliberkiiloz aktiviteleri ve bu tiire ait ekstrelerin sonuglar1 incelendi. L.
angustifolius subsp. angustifolius antioksidan aktiviteleri Total fenol miktar1 tayini sonuglart
(37,5mg/ml- 42, 7mg/ml) araliginda belirlendi ve bir diger DPPH tayin yontemi %
inhibisyon degerleri 80mg/ml konsantrasyonlarda yaprak, govde tohum ekstralarinin %48
%36,6 ve %30,2 olarak belirlendi. 100 mg/ml lik konsantrasyonlar da ise %50 %54 ve %39
gozlendi. Ve EC50 degerleri yaprak gévde tohum gallik asit sirasiyla 4,73- 5,11,-8,2- 1,68
olarak gosterdi. Toplam flavonoid tayini sonucu madde miktari yaprak i¢in 11,6 mg gévde
icin 14,2mg tohum igin 13,6mg olarak bulundu. Antifungal aktivite sonucu yaprak (Sekil
3.15, Sekil 3.16), tohum (Sekil 3.17, Sekil 3.18) ve govde (Sekil 3.13, Sekil 3.14)
kisimlarinda iireme gerceklesmistir. MIK ve MBK belirlenememistir. Antitiiberkiiloz
aktivite ¢aligmalarinda bitki ekstrelerin de ki gévde 6rnegi igin viriilant Ve avirulant susa
kars1 80mg/ml ve 160mg/ml degerlerinde MIK degerleri ve MBK degerleri gévde ornegi
icin (Tablo 4.1) RV ve RA 640mg/ml 160mg/ml ve etki gosterirken hasta suslarina kars1
MIK 160-80mg/ml MBK 640mg/ml degerinde antitliberkiloz etki gosterdi. Bitki ekstrelerin
de ki yaprak 6rnegi i¢in RV ve avirllant RA susa kars1 160mg/ml ve 640mg/ml degerlerinde
MIK degerleri ve MBK degerleri yaprak 6rnegi i¢in (Tablo 4.6) RV ve RA 640mg/ml
160mg/ml ve etki gosterirken hasta suslarina kars1t MIK 160-320mg/ml MBK 640-160mg/ml
degerinde antitiiberkiiloz etki gosterdi. Bitki ekstrelerin de ki tohum 6rnegi i¢in RV ve RA
susa karst 160mg/ml ve 640mg/ml bulgularinda MIK degerleri ve MBK degerleri tohum
ornegi icin (Tablo 4.7) RV ve RA 640mg/ml 160mg/ml ve 80mg/ml 160mg/ml etki
gosterirken hasta suslarma karst MIK 640-160mg/ml MBK 640-160mg/ml degerinde
antittberkiloz etki gosterdi L. angustifolius subsp. angustifolius i¢in gergeklestirdigimiz
caligmadan elde edilen sonuglar tlrln antioksidankaynagi oldugu ve antituberkiloz aktivite

icin liremeyi engelleyici konsantrasyonlarinin oldugu ortaya koymaktadir.
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Gunumuze gelene kadar birgok acibakla tiirleri igin arastirmalarda bulunmustur ve farkli
cesitli yontemler ve fenolik maddeler kullanilmigtir. L. angustifolius subsp. angustifolius
bitkisini ¢esitli kisimlarindan bizim ¢alismamiz da metanol ekstrelerinin toplam antioksidan
aktiviteleri, li¢ tayin yontemiyle fenolik bilesikler Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik
asit es deger alinarak tayin edildi. (Tablo 3.2) ve (Sekil 3.1) incelendiginde en yiiksek
antioksidan aktivite L. angustifolius subsp. angustifolius metanol ekstresi igin ekstraktlarin
da en yiksek tohum kismi ve sirasiyla yaprak ve govde olarak onu takip etmistir. L.
angustifolius subsp. angustifolius metanol ekstresinin diger tayin yontemi ekstraktlarinin
serbest radikal giderim aktivitesini DPPH metodu ile hesaplamislardir ve sonug olarak yiizde
serbest radikal giderim aktivitesini bizim ¢alismamizda (Tablo 3.4) ve (Sekil 3.3)
incelendiginde tiim ekstraktlarin derisimi artmasi ile serbest radikal giderim aktivitelerinin
de arttig1 goriilmektedir. L. angustifolius subsp. angustifolius metanol ekstresinin flavonoid
madde miktar1 (Sekil 3.4)’de gosterildigi gibi en kiigiik deger gdvde 6rnegi icin gegerlidir
onu takip eden tohum ve yapraktir ve belirtilen degerler varligin gostergesidir. Bunlarin
yaninda lupin tohumlarinda fenolik asitlerin ve flavonoidlerin varligi birgok ¢alismada rapor
edilmistir fakat fenolik asitler hakkinda veriler Lupin tohumlarinda meydana gelen ayrintilar
vardir fakat L. angustifolius subsp. angustifolius icin antituberkiloz, antifungal aktivite igin
detayli degildir. Bu ¢alismada tiirlin antitiiberkiiloz aktivitesi sonug¢larindan elde edilen bu
verilerle tir igin yeni bilgiler elde etmemimizi saglamigtir. L. angustifolius subsp.
angustifolius ait farkli tiirlerde yapilan calismalarin benzer ve farkliliklari literatiir de
karsimiza ¢ikmistir. Bunlari ele aldigimizda bu tez i¢in bu kaynaklar yol gdstermis ve yeni

ek bilgiler sunularak katki saglanmistir.

Villarino ve digerleri (2015) bugday ekmegine lupin L. angustifolius subsp. angustifolius
ASL(Avustralya aci bakla) ilavesinde bulunmustur ve beslenme, fitokimyasal ve biyoaktif
bilesim ve protein kalitesinin arastirllip  degerlendirilmesi {izerine c¢alismalar
gerceklestirmisler. Rafine bugday ekmeginin hacmi ve dokusal kalitesi boyutu ASL
katilimina gore beslenme fitokimyasal ve biyoaktivite ve protein diizeyinde diyet lifi fenolik
ve karotenoid icerigi antioksidan kapasitesi protein sindirilebilirligi diizeltilmis antioksidan
skoru (PDCAAS) ASL’ de daha yiiksektir. Total fenolik (mg/GAE/g)? 0,8+ 00 ASL icin en
yiiksek 0,5+ 00 rafine bugday ekmegi icin verilen deger araliginda ve total antioksidan
1.5+0,1 en yiiksek ASL 1.04+00 olarak bildirilmislerdir. Karotenoid igerikleri ASL ¢esidinin

onemli etkisi olmus, lutein, zeaksantin ve beta-karoten igerigi yiiksek bildirilmistir [92].
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Biz ¢alismalarimizda acibakla Orneginin bu zengin igerigi diisliniilerek antioksidan
kapasitesi arastirilarak icerdigi total fenolik madde miktarinin Lupinus bitki kisimlarina gore
degerlendirdik antioksidan etkisinin var oldugu sonucu elde edildi. Bizim ¢alismamizda total

fenolik icerigi yiiksek ¢ikmistir ve es deger aldigimiz reaktif Gallik (GAE) asittir [92].

Hassen Mohamed ve Digerleri (2013) ¢alismasinda, ac1 ve tatli lupin (Lupinus albus L.)
tohum yaglar1 (BLO ve SLO), BLO ve SLO'nun fizikokimyasal ozellikleri, yag asidi
bilesimleri, termal 6zellikleri, degerlendirildi [94]. Ayrica ac1 ve tatli bakla tohumlarinin ve
yaglarinin antioksidan o6zellikleri de incelenmistir, bizim kullandigimiz TPC ve DPPH
antioksidan kapasite tayin yontemleri kullanilmigtir. BL ve SL tohumlarinin antioksidan
kapasitesi ¢ig BL ve SL tohumlarmin antioksidan kapasiteleri degerlendirilmisler. Radikal
stplrme kapasitesi ve DPPH radikal supirtcu (242.35 + 0.898 mg GAE / g DW ve 102.80
+ 0.900 mg GAE / g DW) sonucu 6l¢iilmiistiir. BL tohumunun antioksidan kapasitesi, SL
tohumundan (219.92 £ 0.79 mg GAE / g DW ve 95.84 + 2.577 mg GAE / g DW)daha yuksek
gozlenmistir. BL ¢ig tohumundaki TPC ve TFC (1.151 + 0.026 mg GAE / g DW ve 0.497 +
0.015 mg GAE / g DW), SL ¢ig tohumuyla (1.056+0.011 mgGAE /g DW ve 0.453 + 0.019
mg GAE / g DW) ile karsilastirildiginda daha yiiksekti. BL ve SL ¢ig tohumlart igin
antioksidan kapasiteleri, literatiir de lupinin ¢ig tohumlar1 (Fernandez-Orozco ve digerleri,(
2006, 2008) boriilce ve soya fasulyesi ile karsilastirildiginda siralama lupin, boriilce ve soya
fasulyesi olarak belirlenmistir [93,94]. Bu tiire ait antioksidan degerleri de bizim tiiriimiizde
oldugu gibi1 yiiksektir bu tiirlerin antioksidan kapasitelerinin diger tiirlere gore

karsilastirilmasi arastirilmaya deger bir tiir oldugu gergegini ortaya koymaktadir.

Solomon ve digerleri (2015) L. angustifolius L. subsp. angustifolius mavi lupin
polisakkaritlerin izole etmisler ve biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Tiim fraksiyonlarin
antioksidan aktiviteleri ABTS +* radikal slipiirme kullanilarak aragtirmiglar [95]. Mavi lupin
polisakkaritlerin demir iceren selat belirlenmisler mavi lupin polisakkarit fraksiyonlarinin
selat aktivitesi. BLP-1 ve BLP-5 en yiiksek degeri gosterdi metal selatlama yetenegi BLP-1
ve BLP-5'in yiksek radikal temizleme faaliyeti ve ayrica yiiksek selatlama aktivitesi
sergiledi [95]. Bu arada radikal siipiirme aktivitesi ve demirli selatlama aktivitesi, potansiyel
antioksidanlardir [97]. Varligi biyolojik bir sistemdeki asir1 serbest radikaller hasar ve
dolayisiyla ciddi hastaliklara neden olabilir kanser gibi, dolayisiyla, radikal siipiiriicii
faaliyet, hangi oksidatif serbest radikaller uzaklastirilabilir ve DNA hasar1 6nlenmelidir [97].
Ayrica, biyolojik bir sistemdeki asir1 demir iyonlar1 da DNA'ya hasara yol agabilir.

44



Polisakkaritlerin demir igeren selatlama kabiliyeti bu nedenle serbest Fe2 + iyonlarinin
varligini azaltmasi ve dolayistyla bu DNA hasar mekanizmasinda mavi lupin polisakkaritler
hem kok temizleyici hem de kenetleme faaliyetlerine sahiptir. Bu nedenle, dogal
antioksidanlar olarak kullanmak i¢in gii¢lii potansiyele sahiptirler. Bilinen lupin ¢ekirdegi
lifinin muazzam saglik yararlar1 gézlemlenen antioksidan ile birlikte literattir de [98] lupin
tiirevi polisakkaritlerin aktiviteleri, onlarin yararli kullanim1 mavi lupin polisakkaritleri bu
nedenle nutrasdtik uygulamalar i¢in giiclii adaylardir minimum toksisitesi bu polisakkaritler
i¢in ilave bir avantajdir. Bilinen tim bu biyolojik aktivilere ek ¢alismamizda antitliberkiiloz
aktivite caligmalarimizda MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi ve tiirlin ¢esitli
konsantrasyonlarda ki degerlerinin pozitif veriler elde etmemizi sagladi ve tiim sonuglar
dogrultusunda literatiirii destekleyici ¢ikmast bu tiiriin saglik yararlari acisindan 6nemi

artiracaktir [95].

Aleksander ve digerleri (2014) toplam fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoid
icerikleri ve antioksidan aktiviteler Lupinus albus, Lupinus luteus ve Lupinus angustifolius
cesitlerinden elde edilen ekstrelerde olgtilmiistiir. Toplam fenolik bilesik igerigi 491.51 ila
731.14 mg / 100 g dm arasinda degismistir. Protocatechuic asit, sar1 lupin tohumlarinda en
bol olaniydi 73.60 mg / kg dm, dar yaprak lupininde p-hidroksibenzoik asit yaklasik 43 mg
/ kg dm olarak belirlemiglerdir. Toplam fenolik bilesiklerin igerigi, Folin — Ciocalteu
yontemi ile elde edilen sonuglar vitexin ve gallik asit es degeri olarak ifade edilmistir.
Toplam fenolik bilesiklerin en yiiksek icerigi 6zellikleri L. Luteus 731.14 mg/ 100 g olarak
belirtilmistir. Toplam fenolik bilesiklerin en diisiik igerigi L. Albus 491.51 mg / 100 ¢
incelenen lupin tiirleri ve toplam igerik arasindaki farklarin yazarlar tarafindan tohumlardaki
fenoliklerin etkisi degisikliklere yol agabilir ya da kullanila es deger madde farkliliklara yol
acabilir [97].

Wang ve Clements ve digerleri (2008) Fenolik bilesikleri analizini lupin tohumlarinda gallik

asit esdegerleri olarak ifade etti. Bu yazarlara gore, fenolik icerigi beyaz lupin i¢indeki
bilesikler 444.4 ila 1661.2 mg / 100 g, sar1 ve dar yaprak lupinlerin de ise 369.2 ila 374.4 ve
535.1ile 578.4 mg / 100 g arasinda degisir [99].
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Onceki ¢aligmalarda Lampart-Szczapa ve ark., (2003), fenolik bilesiklerin toplam iceriginin
kafeik asit esdegeri olarak tohumdan ve yapraktan En yiiksek igerigin iki ac1 ¢esit olan L.
albus ve L. angustifolius tiirleri i¢in kayit altina almislardir bizim ¢alismalarimizda bu
calismalarla paralellik gostererek gallik asit esdeger alinarak yakin sonuglar elde edildi
[100], flavonoid igerikleri belirlenmesinde rutin es degeri olarak ifade edildi ve bir diger
antioksidan yontemi DPPH tayin yapildi ve bu sonuglarda antioksidan varligin1 gosterdi
[101].

Moore ve Yu, (2008) Toplam fenol igerigi tayini i¢in kullanilan yontem, fenoller i¢in diisiik
Ozgullik olmak iizere cesitli dezavantajlar, biyolojik oksidatif siire¢ler ve miidahalelerle
ilgisinin olmamasi1 diger bilesiklerle azaltma kapasitesini Olger. Reaksiyona girebilen
numunelerde bulunan fenoller veya diger indirgeyici ajanlar Folin-Ciocalteu reaktifi ile (6rn.
nitrik bilesikler, sakkaritler) bitki materyalinde bulunan alkaloidler ayrica elde edilen
sonuglar tlizerinde kayda deger bir etkisi olabilir. Bununla birlikte, lupin ¢esitler mevcut
calisma, alkaloid iceriginin diisiik oldugu tath cesitlerdir. Lupin tohumlarinin metanol
ekstreleri yiiksek oranda analiz edilmistir bu bilesiklerin icerigi vitexin esdegeri olarak ifade
edildi. Vitexin standarttir ¢linkii yapisal olarak analiz edilenle yakindan iligkilidir. 53.63-
63.14 mg / 100 g olan L. luteus tohumlar1 ve 70.98-87.69 mg / 100 g L. angustifolius
seviyelerinde gézlenmistir [101]. Apigenin-6,8-di-C-b-glukopiranosit i¢in ve 40.96 ila 42,88
mg / 100 g apigenin 7-O-b-apiofuranosil-6,8-di-C-bglukopiranosid i¢in (sirasiyla cv. Zeus
ve Bojar i¢in). En diisiik apigenin C-glukozitlerin igerigi L. albus'ta bulundu [102].

En diisiik gallik asit igerigi L.angustifolius yaklasik 0.62 mg / kg dm diger tiirlerde bu asidin
icerigi 3.43 mg / kg, L.albus 4.21 mg / kg, L. Luteus icin belirtilmistir.

Moore ve Yu, (2008) DPPH radikal temizleme faaliyeti ve toplam peroksil radikal yakalama
potansiyeli (TRAP) lupin ¢ekirdegi 6zleri antioksidanlarini olusturmaktadir. DPPH radikal
stpdricu faaliyeti 3,51 mM Trolox Denk / g (L. albus ) ile 9.03 mM Trolox Eq/g (L. luteus)
durumunda antiradikal aktivite. L.angustifolius 6.89-7.47 mM Trolox Eq / g araligindaydi.
Elde edilen sonuglar ( Marti'nez -Villaluenga ve ark. 2009) [103] bu yazarlar 3,09 mM
Trolox Eq/ g (L. angustifolius ), ve 2.83 mM Trolox Eq / g durumunda (L. albus) aksine,
71.4 mM Trolox Denk / g olarak belirtilmisken Frias ve ark. [103] L. luteus'un
karsilagtirildiginda daha yiiksekti. Elde edilen sonuglar arasindaki farklarin sebebi yazarlar
tarafindan yapilan calismalarin tohum ekimi tiirlin farkli kisimlarinin calisilmasi gibi

ozellikleri, iklim degisimleri ve saklama kosullar1 gibi faktorler gosterilebilir [104].
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Lampart-Szczapa ve ark. (2012) galistiklari ti¢ act bakla tiiriiniin tohumlarindan elde edilen
sonuclarda % 9,9 L. albus -% 12,2 L. luteus turlerinde toplam fenolik bilesiklerin igerigine
rastlamistir. Ve folin — Ciocalteu yontemiyle viteksin ve gallik asit es deger alinarak elde
edilen sonuclarda toplam fenolik bilesiklerin en yiiksek igerigi indirgeme Ozellikleri, L.
Luteus tdrtne aittir. (731,14 mg /100 g (317.88 mg / 100 g ) Toplam fenolik bilesiklerin en
diisiik icerigi L. albus tohumlarinda goriilmiistiir. (491,51 mg/ 100 g (212.12mg /100 g)
Onceki c¢alismalarinda (Lampart-Szczapa ve ark., 2003) fenolik bilesiklerin toplam
igeriginin kafeik asit esdegeri alinarak yapilan ¢alismalarinda yine tohumunda en yuksek
icerigin oldugu kanitlandi. Diger iki act ¢esitte olan L. albus ve L. angustifolius
kotiledonlarinda sirasiyla 131.9 mg/100 g ve 187.8 mg/ 100 g ve tohumda sirasiyla 41.7 ve
28.8 mg / 100 g. olarak belirtilmistir [105]. Bir diger yontemle flavonoid igeriginin vitexin
esdegerleri olarak ifade edildi. Yapisal olarak analiz edilenle bilesiklerden en ¢ok bulunan
aralik 53.63-63.14 mg / 100 g L. Luteus turtne aittir. L. angustifolius durumunda bu
bilesikler 27.78 ila 30.25 mg / 100 g araligindaydi. DPPH radikal temizleme faaliyeti ve
toplam peroksil radikal yakalama potansiyeli (TRAP) teknikleri kullanilarak acibakla
tohumu 6zlerinin antioksidanlarmi olusturma aktiviteleri Ol¢tilmiistiir. DPPH radikal
stplrme aktivitesi, 3,51 mM Trolox Eq/ g L. albus i¢in ve 9.03 mM Trolox Eq/ g L. luteus
olarak belirtilmis L. angustifolius 6.89—7.47 mM Trolox Eq / g araliginda belirtilmistir. Elde
edilen sonuglar diger bir ¢alismada belirtilenlerden daha ylksekti [106].

Marti’nez-Villaluenga ve ark. (2009) elde edilen sonuglar arasindaki farklarin sebebi farkli
yazarlar tarafindan iliskili faktorler bunu belirleyebilir 6rnegin: tohum ekimi, gesitli iklim
ozellikleri, kullanilan yontem ve kullanilan malzeme ve saklama kosullar ile faktorler

bilesiklerin ilgili kisimlarinda ki antioksidan aktivitelerini etkilemektedir [105].

Besleyici ve besleyici olmayan antioksidanlarin dogal kaynaklarin1 arastirmak igin
(E.Tsaliki ve arkadaslar1) lupinin Lupinus albus metanol ekstreleri (alkaloidli ve alkaloidsiz)
ve lupin protein izolati ilk olarak antioksidan aktiviteleri acisindan incelendi. Bu
ekstraktlarin antioksidan aktivitesi, birlestirilmis oksidasyona bagli olarak hizli bir
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Sonuglar metanoliin lupin 06ziitleri, soya

ekstraktlarindan daha yiiksek belirgin bir antioksidan aktivite sergiler [107].
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Mikroorganizmalrin biiyiimesini engelleyen yok edici etki olusturan ajanlar olarak
tanimlanan yapilardir antimikrobiyaller [108]. Sekonder metabolitler, gesitli hastaliklara
kars1 dogal {tirlinlerin antimikrobiyal etkisine katki saglamaktadir. Piliostigma thonningii
Schum. 133 cins sahip Fabaceae ve Caesalpinioideae ailelerine ait bir baklagil bitki tarudur.
[109]. P. thonningii'nin ham ekstresi antilipidemik, antibakteriyel, antihelmintik ve
antiinflamatuvar aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir. [110]. Biyoaktif bilesiklerden
flavonoidler, tanenler, kauran diterpenler, alkaloidler, karbonhidratlar, saponinler, terpenler
ve ucucu yaglar gibi varligi, patojenlerin biiylimesini engellemesini sagladigi bulunmustur.

[111].

Senna ve Cassia tirlerinin ~ 6zlinin antimikrobiyal aktivitesi, bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlart tedavi etmek amaciyla Senna ve Cassia tlrlerinin kullanimini destekleyen
agiz bakteri ve mantar tlirlerine kars1 degerlendirilmistir. Test edilen tiirler arasinda, C.
fistul, S. Macranthera, C. bakeriana, ve S. glabra en az iki bakteri suslarina kars1 gosterdi
orta etkinligi (200.0 gelen 400.0 ug ml kadar MIC degerleri -1 ) ve S.macranthera cicek
etanol oziitii ¢ok disiik MIC degerleri sundu (5.9 ile 23.4 pg arasinda mL- 1) antifungal
tahlilde. S.macranthera cicek etil asetat fraksiyonu (5.9 ve 23.4 ug ml arasinda MIC
degerleri belirlendi [112].

Antifungal aktivite bulgular1 degerlendirildiginde farkli funguslarin kullanimi aktivite
gostermemesine sebeb oldugu gibi kullanilan funguslarin etki ve 6zellikle patojen etkileri
yiiksek olmasi da g6z ardi edilmemelidir. Bat1 Kanada'da bir soya fasulyesi kok ¢lirtikliigi
arastirmasinda dort Fusarium tard belirlendi. Fusarium proliferatum, bu tirlerin en agresif
patojeni idi. Kanada'da soya fasulyesi kokl ¢iriimesine neden olan F. proliferatum'un ilk

raporudur. F. proliferatum ¢ogaldikga soya fasulyesi biiyiimesi azald1 ve hastalik artt1 [113].

Act bakla (Lupinus termis) tohumlar1 yaygin olarak yenilebilir ve Sudan'da atistirmalik
olarak kullanilir. Mevcut ¢alisma, Sudan aci bakla tohumlarinin fitokimyasal gibi bazi
biyolojik 0Ozelliklerini degerlendirmek icin bilesenleri, antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri incelendi. Calisma, 6ziit ac1 bakla tohumlari, test edilen tiim bakterilere (6 farkli
Gram pozitif ve Gram negatif bakteri) ve mantarlara (2 mantar tiirii) kars1 énemli bir

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig: belirlendi.
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(Staphylococcusaureus ATCC 25923,  Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 10876, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 ve Escherichia coli ATCC 35218) iki mantar susu; Candida albicans ve
Aspergillus niger kullanildi [114].

Ayrica antibakteriyel ve antifungal L. angustifolius subsp. angustifolius alkaloid ekstresinin
aktiviteleri standart bakteri tiirlerine kars: test edilmistir; B. subtilis, S. aureus tzerinde
onemli aktivite gosterdi. P. aeruginosa, 62,5 1g/ ml MIC degerlerinde E. coli tizerinde zayif
bir sekilde aktifti. Diger yandan, 6ziit, kars1 orta diizeyde aktiviteye sahip C. albicans ve C.
krusei, 250 mg / ml MIC degerlerinde verilmistir [122].

Mycobacterium tuberculosis, 6nce Mycobacterium cinsinin patojenik bir bakteri turidar.
Tiiberkiiloza (TB) neden olan bakteri Robert Koch tarafindan 1882'de kesfedilmistir [115].
1980'lerin sonlarindan sonra, tiiberkiiloz hastalik ve 6liim oranlari 6nemli bir saglik durumu
haline geldi merkezi sinir sistemine yayilabilir ve vereme neden olabilir. Menenjit,
intrakraniyal tiiberkiillomlar veya apseler sanayilesmis iilkeler i¢in sorundur [113]. Coklu
ilag-direncli tuberkiiloz (MDR TB) ve genis bir ilag direngli tiiberkiiloz (XDR TB), ilaglarin
etkisiz kalmasina neden olan yayginlasan 1980'lerin sonlarindan sonra, tiiberkiiloz hastalig

ve 6liim oranlar1 6nemli bir artis ile 6nemli bir durumu haline geldi [116].

Tiberkuloz, dinyada tzerinde dikkat ¢ceken ¢ok ciddi bir hastaliktir. 2011 yilinda toplam
1,4 milyon kisi veremden hayatini kaybetti. Dlnya nufusunun énemli bir kismi {igte biri
kadar1 oOzellikle diisik ve orta gelirli Ulkelerden Mycobacterium tuberculosis ile
enfekte durumdadir. Tiim bunlara ek olarak, HIV'li insanlar arasindaki dlimlerin sebebinin
yaklasik dortte biri bu hastaligi yapan bakteri TB'ye baghdir. Diunyada 630.000 kisiyi
etkileyen MDR-TB, ve kullanilan ilaglarin uygunsuz kullanimindan kaynaklaniyor, pahali

ve tedavisi etki olmadigi i¢in standart tedavilere yanit vermez [117].

Dogal iiriinler, yeni kimyasal bilesiklerin 6nemli bir kaynagidir ve birgok bakteriyel hastalik
icin terapOtik ajanlar olarak ifade edilmis Euclea natalensis'in (Ebenaceae)
naftokinonlardan zengindir [118]. Ve antimikobakteriyel aktivitesi ilaca duyarli ve ilaca

direnc¢li M. tuberculosis suslarina kars1 ¢alisilmis [119].
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Diterpen, seskiterpen ve longifolen tzerinde ve diterpen, totarol ve Juniperus communis'in
toprak isti kisimlarindan ve koklerinden elde edilen asittotarol, Mycobacterium
tuberculosis H37Rv'ye karsi en yiiksek aktiviteyi gosterdi ve longifolene ve totarol,
rifampisine direncli varyantlara karsi en fazla aktiviteyi sergiledi. Fenolik bilesiklerin farkli
konsantrasyonlar da mikrobiyal metabolizma ve bliylime {izerinde bazi etkileri vardir
[120,121].

Sifal1 bitkiler, tiiberkiiloz ve benzeri ¢esitli hastaliklarda tedavi etmek icin geleneksel saglik
sistemlerinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Dogal bitkiler, antimikrobiyal ilaglarin
gelistirilmesinde 6nemli bir kaynak olmustur. Daha once galisilmis olan bir¢ok bitki
0z0tunin Mycobacterium tuberculosis'e kars1 antimikobakteriyel aktivitesi test edilmis ve
bunlarin 1s18inda, bazi bitki dziitlerinin antimikobakteriyel 6zelliklerinin test edilmesinin

onemli oldugunu vurgulamaktadir [122].

Bu calismada daha 6nce lupin ve diger bitki tiirlerine ait yapilan tiim ¢alismalar1 g6z 6niine
alarak farkli maddeler ve iceriklerin arastirilmasi hedeflenmistir.

Tohum kabuklari 6zgiin bilesiklerden olusan genis bir gesitlilige sahiptir. Bir miktar
kimyasal karisim, flavonoidler, proteinler, peptidler, amino asitler, alkoloidler, terpenoidler,
steroidler tohum kabugundan salinir. Bunlardan isoflavonoidler, antimikrobiyal
fitoaleksinler ve fitoantisipinler kadar gorevi en iyi bilinenlerdendir. Bilindigi iizere
proantosiyaninler, isoflavonoid ve glisitin baklagil bitinin Gremesini engelleyerek onlara
karst olusturulan dirence katkida bulunur. Buna ek olarak, tohum kabugu dokularinin
bilesenleri gida veya hayvan yemi iiriinleri olarak kullanilan baklagil tohumunun toplam
kalite ve degerini etkiler. Bu bilesenler endistri ve ila¢ sanayisi igin 6zgiin bilesiklerdir
[123]. Tohumun bu kadar degerli oldugu arastirilmasimin yaninda bizimde ¢alismamizda
antitiberkiloz aktivite bulgulari ele alinarak ¢alismada bitkinin tohum kismi igin en yiiksek
veriler elde edilmistir. L. angustifolius subsp. angustifolius tiirii ig¢in ¢alisgilmamis olan
mikrobiyolojik tayin yontemleri antifungal ve antitiiberkiiloz aktivite analizleri ile saglik
endiistrisini ve bir diger besin igerigi ve protein degerleri ile gida endiistrisi i¢in farkli
alternatifler olusturmaya aday ve daha ¢ok {izerine ¢alismalar yapilarak tiir ve tiirlerinin

yapisinin aydinlatilmayi hedeflendirilmektedir.
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