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OZET

Isatis constricta P. H. Davis’in (CIVIT OTU) VEJETATIF VE CICEKLI
DONEMLERDEKI KOK VE YAPRAKLARINDA BULUNAN BAZI iNDOL
ALKALOIDLERININ BELIRLENMESI

YILDIZ, Nesim
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilimdali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozgiir KARAKAS
Temmuz 2017, 32 sayfa

Isatis L. gegmisten beri hem boya hem de tibbi amagla kullanilan 6nemli
bitkilerdir. Isatis cinsine ait olan bitkilerin yaprak ve koklerinden elde edilen triptantrin,
indirubin ve izatin indol alkaloidleri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan,
farmakolojik olarak aktif bilesiklerdir. Bu bitkilerde bulunan indikan bilesigi indigonun
(mavi renk) onciil maddesidir. Bu ¢alismada materyal olarak kullanilan Isatis constricta
P. H. Davis bitki 6rneklerinin hem vejetatif hem de ¢igekli donemlerinde yaprak ve kok
kisimlarindaki triptantrin, indirubin, izatin ve indikan miktarlar1 incelenmistir. Analiz
islemleri HPLC (Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi) cihazi ile yapilmistir. .
constricta’nin vejetatif doneminde alinan yaprak orneklerindeki triptantrin (0.482 +
0.0072 pg/g) ve indirubin miktarlarinin (0.029 + 0.00007 pg/g) en yiiksek degere sahip
oldugu tespit edilmistir. Cigekli donemde alinan yaprak orneklerinde ise izatin (4.358 +
0.0985 pg/g) ve indikan miktarmin (21.330 + 0.114) en yiiksek degere sahip oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: I. constricta P. H. Davis, triptantrin, indirubin, izatin,

indikan, indol alkaloid






ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME INDOL ALKALOIDS IN THE ROOTS AND
LEAVES OF lsatis constricta P. H. Davis (INDIGO) DURING THE
VEGETATIVE AND FLOWERING PERIODS

YILDIZ, Nesim
Master Science, Department of Horticulture
Supervizor: Asst. Prof. Ozgiir KARAKAS
July 2017, 32 pages
Isatis L. is important plants that have been used for both dye and medicinal
purposes since the ancient times. Indole alkaloids such as tryptanthrin, indirubin and
isatin obtained from the leaves and roots of plants belong to Isatis genus are
pharmacologically active compounds used in the treatment of various diseases. Indican
compound is the precursor of the indigo (blu dye). In this study, the amounts of
tryptanthrin, indirubin, isatin and indican in leaf and root parts of Isatis constricta P. H.
Davis plant samples were investigated in both vegetative and flowering periods.
Analyzes were performed by HPLC (High Hressure Liquid Chromatography)
instrument. Tryptanthrin (0.482 + 0.0072 pg / g) and indirubin amount (0.029 + 0.00007
ug / g) were determined as the highest values in the leaf samples obtained during the
vegetative period of I. constricta. In the leaf samples obtained during the flowering
period, it was determined that the amounts of isatin (4.358 + 0.0985 pg/g) and indican
(21.330 = 0.114) have the highest value.

Key Words: I. constricta P. H. Davis, tryptanthrin, indirubin, indican, isatin,

indole alkaloids
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1. GIRIS

Isatis cinsi, Brassicaceae familyasina ait olup Tiirkiye’de 31 tiir ve 15 alttiirii
bulunmaktadir. Ulkemizde genel olarak ¢ivit otu olarak isimlendirilmektedir. Bunlardan
18 tiir ve 3 alttiir endemik olarak yetismektedir (Gliner ve ark., 2012). Isatis tiirleri
genellikle yiiksek daglik kesimlerde, yol kenarlarinda ve bos arazilerde yayilis gosteren
iki ya da kisa 6miirlii ¢ok yillik bitkilerdir (Misirdali, 1985).

Isatis L., hem boya hem de tedavi amagli kullanilan 6nemli bir cinstir. Cin’de bu
bitkinin kokleri “Ban-Lan-Gen” ve yapraklari “Da-Qing-Ye” olarak adlandirilmaktadir.
Isatis’in kok ve yaprak kisimlari, en eski boya maddelerinden biri olan indigo
(mavi)’nun kaynagidir. Isatis cinsine ait taksonlar hem geleneksel hem de modern tipta
kullanilmaktadir. (Chang ve Ho, 2001). Bu bitkiler 6zellikle grip, zatiire, kabakulak,
faranjit ve hepatit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bown, 1995).

Isatis cinsine ait taksonlar, Avrupa’nin bir¢ok iilkesinde boyamada, geleneksel
tedavide (yaralanmalar, iilser, tiimor, basur, yilan sokmalar1) ve ¢esitli iltihaplanmalarda
tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Hamburger, 2002). Bitkilerin bu tibbi 6zellikleri,
yapilarinda bulunan sekonder bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Isatis taksonlarinin
kimyasal iceriklerine yonelik ¢ok sayida calisma yapilmis ve bu calismalarda bu
bitkilerin kok, yaprak, ¢icek ve meyve kisimlarinda bulunan fenolik, flavonoid ve
alkaloid bilesikleri tespit edilmistir (Oksay ve Oksay, 2009 ). Bu bilesikler arasinda
indol alkaloidlerinin tibbi agidan 6nemli avantajlari bulunmaktadir. Isatis taksonlarinda
bulunan triptantrin, indirubin, indikan ve izatin indol bilesikleri birgok hastaligin

tedavisinde kullanilan 6nemli bilesiklerdir (Zou ve Koh, 2007).

1.1. lIsatis L.’de Bulunan Bilesikler

Pek ¢ok bitki, ekonomik agidan 6nem tasiyan ve sekonder metabolit olarak
adlandirilan kimyasal maddeleri (alkaloidler, fenolik bilesikler, terpenoidler vb.)
biinyelerinde biriktirirler. Bu sekonder metabolitler tozlagsmada, g¢evresel kosullara
uyumda, mikroorganizma, bocek ve diger predatorlere karst kimyasal savunmada ve

baska bitkiler ile biiyiime sirasinda rekabet edebilme rollerine sahiptirler (Vanisree ve


https://en.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae

ark. 2004). Sekonder metabolitler bitki biinyesinde az miktarlarda bulunmakta olup bu
bilesiklerin miktar1 hiicre tiplerine, bitkilerin farkli biiylime evrelerine ve bitkilerin
organlarma bagl olarak farkliik gostermektedir (Ozgen ve ark. 2005). Bu bilesikler
insanlar tarafindan tipta, kozmetikte, gida endiistrisinde ve ilag sanayisinde
kullanilmaktadir (Kirici, 1998). Isatis taksonlarinin koék ve yaprak kisimlarindan
indigotin, indirubin, izatin, izatan A, izatan B ve triptantrin gibi indol alkaloidlerinin de
dahil oldugu indol yapisina sahip ¢ok sayida alkaloid izole edilmistir (Zou ve ark. 2005;
Liau ve ark. 2007).

Bitki kokenli dogal bilesikler, giiniimiizde ilag, gida ve kozmetik alanlarinda
hammadde olarak kullanilmaktadir ve bunlarin kullaniominda devamli artig
gozlemlenmektedir. Bu artigin sonucu olarak; sentetik maddelerin insan saghgima olan
zararlar1 (giyilen kumaglarin dogrudan cilde temas: sonucunda alerjiye neden
olmalaridir), sentetik maddelerin suda parcalanmamalari, bu maddeleri igeren atik
sularin ¢evreyi kirletmeleri ve kullanilan maddelerin depolanmasinda yasanan giicliikler

gibi sorunlar ortaya ¢ikmistir (Kirici, 1998).

1.2. Isatis L.’de Bulunan Bazi indol Alkaloidler ve Ozellikleri

Alkaloid ihtiva eden bitkiler, alkaloid igerigi % 0.01’den fazla olan bitkilerdir.
Bu bitkilerin yapisinda bulunan alkaloidler ozellikle insan viicudundaki fizyolojik
etkileriyle 6n plana g¢ikmaktadir. Alkaloidlerin 6nemli bir sinifin1 olusturan indol
alkaloidleri Isatis cinsi tiyelerinin temel ve aktif sekonder bilesiklerindendir (Ensley ve
ark. 1983; Alex ve ark. 2010).

Isatis taksonlarinin yaprak ve koklerinden elde edilen indol bilesenleri 6nemli
biyolojik aktivitelere sahiptirler. Bu indol bilesenlerinden bazilari triptantrin, indirubin,
indikan ve izatindir. Bu bilesenler ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin
yaninda diinyanin farkli bolgelerinde c¢esitli boya hammaddeleri olarak da

kullanilmaktadir (Zou ve Koh, 2007).



1.2.1. indirubin

Indirubin, hem boyar madde hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
onemli bir indol bilesigidir. Isatis tinctoria ve lIsatis indigotica basta olmak iizere
Indigofera tinctoria ve Polygonum tinctorium gibi bitki tiirlerinde de tespit edilmistir.
Bu Dbilesikten elde edilen pembemsi renk, ¢esitli rlinlerin boyanmasinda
kullanilabilmektedir. Ayrica miyel6tik 16semi, bazi timdr hastaliklar, yaralarin
tedavisinde ve bagisiklik sistemini gii¢clendirme 6zelliklerinden dolay1 6nemli bir bilesik
olarak degerlendirilmektedir (Hoessel ve ark. 1999; Spink ve ark. 2003).
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Indirubin

Sekil 1.1. Indirubin’in kimyasal yapist.

1.2.2. Triptantrin

Triptantrin, birgok Isatis taksonlarindan, o6zellikle Isatis tinctoria ve Isatis
indigotica tiirlerinden elde edilmektedir. Bu bilesik Isatis taksonlarnin yani sira
Polygonum tinctorium, Strobilanthes cusia ve Strobilanthes formosanus tiirlerinde de
elde edilmektedir. Zayif bir bazik alkaloid olan triptantrin bagisiklik sistemini
giiclendirmesinin yan1 sira (Takei ve ark. 2003; Recio ve ark. 2006) g¢esitli
mikroorganizma ve parazitlere kars1 (Honda ve ark. 1980), iltihaplanmalara (Recio ve
ark. 2006; Micallef ve ark. 2002), baz1 tiimorlere, insanlarda goriilen 16semi hastaligina

ve meme kanserindeki MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkilerinden dolay: tip alaninda



onemli bir bilesik olarak kullanilmaktadir (Kimoto ve ark. 2001; Yu ve ark. 2009).
Ayrica triptantrinin sar1 renkli boya 6zelliginden dolay1 6nemli bir boya maddesi olarak

kullanilmaktadir (O’Neill, 1892).
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Tryptanthrin

Sekil 1. 2. Triptantrin’in kimyasal yapisi.

1.2.3. izatin

Izatin, lIsatis taksonlarda bulunan bir ¢esit bilesiktir. Izatin ayrica kurbagalarin
kulak alt1 salg1 bezlerinden, insanlarin adrenalin anindaki salgiladiklari ¢esitli metabolik
atiklarda ve komiir katranlarinda bulunmaktadir (Ratnamala ve ark. 2013). izatin, 1841
yilinda Erdman ve Laurent tarafindan indigonun nitrik ve kromik asit ile
oksidasyonunun bir {irlinii olarak ilk defa arastirilmistir (Bhrigu ve ark. 2010; Da Silva
ve ark. 2001).

Izatin, genis bir davranigsal ve metabolik etkiye sahip oksitlenmis bir indoldiir.
Izatin beyin icerisindeki periferik dokularda, viicut sivilarinda ve izatin baglama
alanlarinda yaygin, ancak ayr1 ve kesikli bir dagilima sahiptir. Izatinin salmimi genelde
stres esnasinda artmaktadir. Ayrica izatin ve tiirevleri tip alaninda 6nemli o6lgiide
kullanilmaktadir (Medvedev ve ark. 2007). Bu kullanim alanlar1 daha ¢ok antitiimor,
antimikrobiyal, anti-inflamatuar, analjezik, antikonviilsan (pihtilagsmay1 Onleyen),
antiviral, antioksidan, CNS depresan aktiviteleri gibi sayisiz biyolojik rahatsizliklardir

(Medvedev ve ark. 2007). Izatin, ayrica kirmizi rengin 6nciil maddelerinden biri



olmasimin yani sira, siilfiirik asit ve saf benzen ile karistirildiginda mavi renkli bir boya
olan indofeni de olusturur (Anonim, 2016a). Victor Meyer, bu reaksiyondan sorumlu
maddeyi saf benzenden ayirmay1 basardi. Bu yeni heterosiklik bilesik tiyofen olarak
bildirildi (Sumpter, 1944).

O
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Sekil 1. 3. Izatin’in kimyasal yapist.

1.2.4. indikan

Isatis taksonlarinda bulunan indikan bilesigi, dogal boyar madde olarak
kullanilan ve mavi rengi veren indigo’nun sentezinde Onciil madde olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesik renksiz organik bir bilesik olup ancak suyla temas ettiginde

¢coztinmektedir (Anonim, 2016b).

Sekil 1.4. Indikan’mn kimyasal yapis.






2. ONCEKIi CALISMALAR

Mohn ve ark. (2007), Isatis tinctoria min yaprak 6ziitlerinde bulunan triptantrin,
indolinon, indirubin, linolenik asit ve indigo bilesiklerinin analizini yapmislardir.
Yaptiklar1 bu ¢alismada, kromatografik ayrisimi C-18 kolonunu kullanmis ve % 0.1
formik asit iceren asetonitril-su mobil fazi ile ger¢eklestirmislerdir. Farkli ekstraksiyon
metotlar1 kullanarak bu c¢alismay1r yapmis ve en yiiksek linolenik asit igerigini
stiperkritik CO, ekstraksiyonu ile elde ederken; triptantrin, indolinon, indirubin ve
indigo bilesiklerinin en yiiksek igerigini, diklorometan ekstraksiyon yontemi ile elde
etmislerdir.

Zou ve Koh (2007) I. indogotica kok ve yapraklarinda bulunan indikan, isatin,
indigotin ve indirubin’i belirlemek i¢in LC/ESI-MS/MS metodunu gelistirmisler.

Chen ve ark. (2012), lIsatis indigotica’nin yapraklarinda bulunan indigo ve
indirubin miktarin1 belirlemek i¢in farkli ekstraksiyon yontemlerini denemisler. Bu
amagcla daha onceden aktif bilesikleri ayirmak ig¢in kullanilan kizilétesi (IR) radyasyon
yontemini gelistirerek kizilotesi destekli ekstraksiyon (IRAE) yontemini denemislerdir.
Yeni gelistirdikleri ve optimize ettikleri IRAE yontemini, mikrodalga destekli
ekstraksiyon (MAE), soksilet ekstraksiyonu (SE) ve ultrasound destekli (BAE)
ekstraksiyon ile karsilastirmislardir. Optimum kosullar altindaki ekstraksiyon siiresi,
IRAE, MAE, SE ve BAE i¢in sirastyla 20 dakika, 7 dakika, 12 saat, 90 dakika olmustur.
Indigo icin, bu dort ekstraksiyon islemleri ile elde edilen miktar: IRAE> MAE> SE>
BAE; indirubin i¢in, elde edilen miktarlar: SE> IRAE> MAE> BAE olarak tespit
edilmistir. Yapilan bu ¢alismanin sunucunda; zaman, yiiksek ekstraksiyon verimi, diisiik
maliyet ve giivenirlilik nedeniyle, IRAE’ nin bitkilerde bulunan aktif bilesenlerinin agia
cikarilmasi i¢in alternatif bir yontem olarak oldukga biiyiik bir potansiyele sahip oldugu
saptanmistir.

Campeol ve ark. (2006), Italya’da yaptiklar1 ¢aligmada indigo iiretimi icin I.
tinctoria ve P. tinctorium 'un indigo onciillerinin mevsimsel degisimini aragtirmislardir.
Aragtirmada iy1 sulanmis kosullarda yetistirilen bitkilerin yapraklarindan elde edilen
isatan B ve indikan onciillerinin, HPLC cihazin1 kullanarak analizlerini yapmis ve

analiz sonucunda sitokiyometrik hesaplama ile indigo miktarin1 hesaplamislar. Yapilan



calismanin sonucunda bitki ve yaprak basma diisen indigo miktarini I. tinctoria’da, P.
tinctorium 'dan daha diisiik bulmuslardir. Ancak su stresi kosullarinda |. tinctoria nin
daha dayanikli oldugunu gérmiislerdir. Su stresi kosullarinda P. tinctorium 'un yaprak
verimi % 50 diiserken, |. tinctoria nin % 20 oraninda diistiigiinii ortaya koymuslar.
Fakat uygun miktarda su saglandig: taktirde P. tinctorium un daha verimli oldugunu
bildirilmiglerdir.

Oberthiir ve Hamburger (2004), 1. tinctoria yapraklarinda bulunan ve bir indigo
izomeri olan triptantrin igerigini arastirmiglardir. Arastirmada, l. tinctoria’nin hasat
doneminde ve ileri hasat zamanlarinda triptantrin igerigini analiz etmislerdir. Analiz
sonucunda ¢alismada dondurularak kurutulmus yaprak Orneklerinde triptantrin
konsantrasyonunu ve fermente edilmis yapraklarin triptantrin igeriklerinin ¢ok diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Buna karsin oda sicakliginda kurumaya biraktiklari
yapraklarda triptantrin konsantrasyonu onemli miktarda arttigini, ancak en yiiksek
konsantrasyonu ise yapraklar 40 °C’de kurutuldugunda elde etmislerdir.

Ling ve ark. (2009), baz1 fareler iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada triptantrinin
16semi hiicreleri iizerinde, doz ve zamana bagli olarak, tedavinin 48 saat icinde tahmini
% 50 inhibe edici giiglii bir etkisini tespit etmislerdir. Benzer anti-proliferatif etki, diger
insan ve murin miyeloid 16semi hiicre dizileri iizerinde de etkisini gostermistir.

Li ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarinda erkek ve disi farelerde 3, 6 ve 9
saatlik triptantrin uygulamasindan sonra tespit edilen zaman noktalar1 incelenmistir.
Yapilan incelemede triptantrin’in beyin, yag ve kas i¢inde bulunamayacagini ve bunun
da triptantrin’in kan-beyin bariyerini gecmekte giicliik ¢ektigini ve triptantrin’in yag
solventi i¢indeki zayif ¢ozlniirliigiinii ortaya koymustur. Calisma sonucunda triptantrin
konsantrasyonu karaciger, dalak, akciger, bobrek, kalin bagirsak, ince bagirsak ve mide
gibi cesitli sigan dokularinda belirlenmistir. Ayrica yapilan incelemeler sonucunda
uygulamadan 3 saat sonra dokularin ¢ogunda triptantrin saptanabilmistir.

Oberthiir ve ark. (2004), isatan A, isatan B ve indikanin densitometrik analizi
tizerine calismiglardir. Seyreltik asit ve bazlar ile muameleden sonra olusan indigoid
pigmentleri silikajel iizerinde HPLC ile ayristirmislardir. Ayrica |. tinctoria ve I.
indigotica nin  yapraklarinda indoksil gliikozitlerinin mevsime bagli degisimini
arastirmiglardir. Isatan A miktarmin |. tinctoria nm kuru agirhgmm % 7,6’simni, .

indigoticanin ise % 21.8’ini olusturdugunu ortaya koymuslardir. Yapilan ¢aligmada



hasat sonrasi c¢esitli muamelelerin etkisi arastirllmig ve arastirmada bitkinin
dondurularak kurutulmus yapraklarinda isatan A ve B konsantrasyonun yiiksek, indikan
konsantrasyonunun ise diisiik oldugu tespit edilmistir.

Medvedev ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢caligmalarinda izatin ve analoglarinin ¢ok
sayida biyolojik ve farmakolojik etkilerinin oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
bilesiklerin monoamin oksidaz inhibitdrleri ve/veya ndroprotektif ilaglar gibi 6zel
biyolojik hedefler tizerindeki etkileri hafifletebilecegine dair bazi kanitlarin oldugunu da
belirtmistir.

Maier ve ark. (1990), Isatis tinctoria ve Polygonum tinctorium’un geng
yapraklarina L- [5-3H] triptofan verildigini ve her iki bitki tiiriiniin gévde ve
koklerinden indoksil onciillerinin izole edildigini belirtmislerdir. Ayrica I. tinctoria
govdesinde indikan ile izatan B ve koklerinde indoksil tiirevlerinin sentezlendigini
belirtmislerdir.

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Isatis indigotica ve Strobilanthes cusia nin
yaprak ve koklerindeki triptantrin, indigo ve indirubin oranlarinin hangisinde yiiksek
oldugunu tespit etmek amaciyla Liau ve ark. (2007) daha hizli, segici ve hassas olan
LC-APCI-MS yontemini gelistirmigler. Bu arastirmacilar bu yontemle Isatis L. cinsine
ait 21 farkli bitkinin koklerindeki triptantrin, indigo ve indirubin igerigini incelemisler
ve LC-APCI-MS yonteminin geleneksel TLC ve HPLC-UV yontemleri ile
karsilagtirildiginda daha hassas oldugunu bildirmislerdir.

Chang ve ark. (2005), I. tinctoria’y1 da iceren 8 geleneksel tibbi bitki ile 4
antibiyotigin etkilerini Staphylococcus aurens’un direnci iizerinde in vitro olarak
denemis ve deneme sonucunda . tinctoria, Scutella baicalensis ve Rheum palmotim’un
etanol ekstraktlarinin, test edilen 4 antibiyotigin etkisini arttirdigi sonucuna
varmiglardir.

Brattstrom ve ark. (2010), siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile hazirlanan
I. tinctoria yapraklarindan elde edilen ekstraktin akcigerdeki inflamatuar ve immiin
parametrelerini analiz etmis ve bunun astim {izerine etkisini arastirmislardir. Bu ¢alisma
sonucunda |. tinctoria ekstraktinin alerjik duruma cevap olarak, antijen miicadelesini
inhibe ettigi sonucuna varmislardir.

Condurso ve ark. (2006), I. tinctoria nin yapraklarinda ugucu olan bilesenleri

kati-faz mikro-ekstraksiyon yontemi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometresi



(GC-MYS) kullanarak analiz etmisler ve alifatik hidrokarbonlar, asitler, alkoller, aldehit,
esterler, aromatik aldehitler, ester, eterler, furanlar, isotiyosiyanat, tiyosiyanatlar,
silfiirlii  bilesikler, nitriller, terpen ve sesquiterpenler olmak {izere 17 bilesen
tanimlamiglardir. Bu calisma sonucunda isotiyosiyanat miktarmin (yaprak ucucu
bilesenlerinin % 40°’1) en yiikksek miktardaki madde oldugunu tespit etmisler.
Isotiyosiyanatlar’in da Brassicaceae familyasinin dnemli ve karakteristik bir aroma
bileseni oldugunu ve bu bilesenin kansere karsi koruma ihtimalinin oldugunu ve bu
Ozelliginden dolay1 bu bitkilere olan ilgiyi arttirdigini belirtmislerdir.

Duru (2003), yaptig1 ¢alismasinda elde edilen haslik degerleri ile Isatis L. nin
direkt olarak boyamalarda kullanilabilecegini tespit etmistir. Duru (2003)’nun yaptigi
bu caligmadaki Onerileri dikkate alindiginda gelecekte daha kapsamli renk tonlarinda
artiglar saglanabilecek ve haslik degerlerinin yiikseltilmesi ile daha iyi sonuglara
varilabilecegi diistintilmektedir.

Puchalska ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda tekstil ve boyamanin
onemli bilesiklerinin pigmentler oldugunu ve renk karakterinde dogallik sagladigin
belirtmislerdir. Yine ayni ¢alismayla bu maddelerin organik ve inorganik olmak tizere 2
gruba ayrildigin1 belirtmislerdir. Ayirici faz sivi kromatografisi ile elektro sprey
iyonizasyon mass spektrometresi (ESI-MS) ve UV-Visible spektrometrik metotlarin
dogal boyarmaddelerin indigoid renk bilesikleri (indigo, indirubin, isoindigo,
isoindirubin) ve dogal boyar maddelerin dogal ya da sentetik onciilleri (indikan, isatin,
2-indolinon) tammlamalar: i¢in 6zenle hazirlandigint belirtmistir. ESI-MS’de renk
maddeleri i¢in 0.03 - 5.00 ml araligindaki tespit limitlerini ¢alismiglardir. Metotla; ¢ivit
otu ve Tiran morundan ger¢ek Hindistan indigosu, indigodaki izomerleri ve indigo
tanimlamalarinin  yapilabilmesi igin gelistirildigini bildirmislerdir. Bu metotla 19.
yiizyilda Japon duvarlarindaki fibriller tizerindeki dogal boyalarin tanimlanmasi igin
uyguladiklarint agiklamiglardir ve yaptiklari bu c¢alisma ile tekstilde boyalarin
ekstraksiyonu i¢in bir drnegin dondurulmas: ya da ogiitiillmesine dayanan bir iglem
gelistirmislerdir ve ekstraktlardaki bilesikleri, indigotin ve metilen mavisi olarak asidik
hidrolizde tanimlamisglardir.

Roche (1992), boya eldesi i¢in Isatis tinctoria’y:r kullandigini ve bu bitkinin
tanimlamasi, biyolojisi, ekolojisi, liremesi, tohum dagilimi, ¢imlenmesi ve yayilisi

tizerinde galismistir.
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Kizil (2000), 1. tinctoria ve |. constricta tiirlerinin yetistirilmesinde uygun ekim
sikligint arasgtirmigtir. Arastirmada bu bitkilerin boyar madde miktar1 ve boyama
sonucunda elde edilen renklerin 151k, siirtinme, su damlasi ve yikama hasliklarimi
belirlemistir. Aragtirma sonucunda tilirler arasinda; yas yaprak verimlerini birinci yilda
588.19 - 659.76 kg/da, ikinci yilda 466.39 - 482.49 kg/da, kuru yaprak verimlerini
birinci yilda 105.09 - 134.41 kg/da, ikinci yilda 81.49 - 88.50 kg/da, meyve verimlerini
ise 244.19 - 299.83 kg/da arasinda degistigini vurgulamistir. Dogal alanlarda
kendiliginden yetisen /. constricta’da indikan varligini tespit etmistir.

Bebekli ve Serin (1999) dogal boyar maddeleri, dogada var olan mevcut
bitkilerin kok, govde, yaprak, meyve ve meyve kabuklarinin yapiSinin yani sira
hayvanlarin; kabuklu deniz bocekleri, salyangoz ve koshil yapisinda mevcut dogal
boyar maddeler oldugunu belirtmislerdir.

Comlekgioglu (2011), iki farkli yetistirme doneminde Kahramanmaras ekolojisi
kosullarinda yaptig1 ¢calismasinda, dort Isatis (Isatis tinctoria, Isatis candoleana, Isatis
tinctoria subsp. corymbosa ve lIsatis buschiana) taksonun farkli ekim zamanlarinin
verim ve kaliteleri lizerine etkisinin yani sira boyarmadde miktarlarinin ve boyama
sonucu elde edilen renklerin haslik degerlerini incelemistir. Calisma sonucunda |.
tinctoria min yaprak verimi agisindan en uygun ekim zamanini ilkbahar, diger tiirlerde
ise sonbahar; tohum verimi i¢in I. tinctoria ve I. buschiana’nin her ikisi i¢in de
sonbaharda yapilan ekimler oldugunu belirtmistir. Ayrica yine c¢alismasinda HPLC’de
yapilan indikan analizleri sonucunda en yiiksek indikan miktar1 3.01 mg/g ile I.
buschiana’da, I. tinctoria subsp. corymbosa’da 1.28 mg/g, I. tinctoria’da 1.25 mg/g ve
en az miktarda da ise 1. candoleana’da 0.96 mg/g olarak tespit etmistir.
Spektrofotometrede yapilan indigo analizleri sonucunda ise indigo miktarini, |.
tinctoria’da 2.04 mg/g, |. candoleana’da 1.55 mg/g, I. tinctoria subsp. corymbosa’da
0.44 mg/g ve I. buschiana’da 0.006 mg/g tespit etmistir.

Akar (2006), calismasinda Kahramanmaras’ta farkli bolgelerde, dogal olarak
yetisen Isatis glauca subsp. glauca Boiss ve lIsatis candolleana Boiss ile Cukurova
Universitesinden temin edilen lIsatis tinctoria L. bitkisinin tohumlarini KSU Avsar
Kampiisii'nde bulunan deneme bahgesinde yetistirmistir. Bu donemde bitkilerin hem
morfolojik 6zelliklerini hem boyama oOzellikleri hem de taze yapraklardaki indikan

igerigi arastirmistir. Aragtirmada Isatis taksonlarini kiiltiire almis ve bitkilere ait
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morfolojik veriler incelediginde bitki boyu bakimindan, I. tinctoria (86,9 cm)’nin
digerlerinden daha iistiin oldugunu; dallanma sayis1 bakimindan |. glauca subs. glauca
(6,60 adet)’nin digerlerinden {stiin oldugunu, govde agirhg bakimindan ise |I.
candolleana (37,9 g)’nin istiin oldugunu saptamistir. Ayrica yaprak boyu ve yaprak eni
degerleri karsilastirildiginda 1. candolleana (sirasiyla 16,3 cm ve 6,96 cm) I. tinctoria
(swrasiyla 15,7 cm ve 5,23 c¢cm) ve |. glauca subs. glauca (sirasiyla 11,4 cm ve 4,53
cm)’dan daha yiiksek degerlere sahip oldugunu goézlemistir. Farkli boyama yontemleri
kullanilarak yapilan boyama denemelerinde I. tinctoria tiiriinde buz mavisi renk elde
edilirken, 1. candolleana tiiriinde morumsu lila ve I. glauca subsp. glauca taksonlarinda
sar1 tonlarda renkler elde etmistir. HPLC ile yaptig1 analizlerde indikan miktarini |.
tinctoria’da (11,34 mg/ml) I. candolleana (4,12 mg/ml) ve 1. glauca subsp. glauca’dan
(0,636 mg/ml) daha yiiksek oldugu sonucuna varmistir.

Ozgdkee ve Yilmaz (2003), Dogu Anadolu Bélgesi’nde halkin yaygin olarak
yiin boyamada kullandig1 boya bitkileri tizerinde arastirma yapmiglardir. Arastirilan bu
bitkilerin yoresel isimleri, boya elde edilen bitki kism1 ve elde edilen renk, renklerin
elde edilme seklini ve boyar maddeleri arastirmislardir. Bolgede boya eldesinde
kullanilan 26 familyaya ait 38 cins ve bu cinslere ait 50 takson tespit etmislerdir. Bu
taksonlardan farkli mordanlar kullanilmasi ile 15 ayr1 renk ve tonlarinin elde edildigini
bildirmislerdir. Bu renkler sar1 renk ve tonlari, yesil ve tonlari, kahverengi ve tonlari,
kirmiz1 ve tonlari, gri ve tonlari, bej ve tonlari, mavi ve tonlari, zeytin yesili, turuncu,
haki ve hardal renkleri, siyah, mor, lacivert ve fiime renkleri olarak tanimlanmistir.

Bagc1 ve Ozgelik (2009), GC ve HPLC sistemleri ile |. cappodicica subsp.
steveniana, I. kotschyana, I. candolleana, I. spectabilis, l.glauca subsp. glauca ve 1.
Kozlowsky taksonlarmna ait tohumlarin yag asidi bilesenlerini ve tokoferol iceriklerini
aragtirmiglardir. Bu arastirma sonucunda; biitiin Isatis taksonlarini ayni yag asidi
profilini gdsterdigini ve linolenik ve erusik asiti en fazla miktardaki bilesikler oldugunu
bulmuslardir. Ancak tohum yaglarmin tokokromanol tiirevlerinin Isatis taksonlari
arasinda daha c¢ok farklilik gostermistir ve Isatis taksonlarinin toplam tokoferol
icerikleri toplam tokotrienollerden yiiksek bulunmustur. Ayrica Isatis cinsinin ¢oklu
doymamis yag asidi konsantrasyonunun yiiksek bitki gruplarindaki bir¢ok familya ve

cinsten daha fazla oldugunu da belirtmistir.
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Mohn ve ark. (2009), I. tinctoria yapraklarinin farmakolojik etkilerini incelemek
amactyla diklorometan ekstraktlar1 {izerinde bir arastirma yapmislardir. Aragtirmada
DAD ve ELSD gibi dedektdrler kullanilmis ve bitkinin farkli analitik 6zelliklerdeki,
sekonder metabolitleri arastirllmistir. Calisma sonucunda alkaloidler, flavonoidler, yag
asitleri, porifirinler, lignanlar, karetenoidler, glukosinolatlar ve siklohekzenonlar gibi
cesitli yapisal siniflarda 65°den fazla bilesik tespit edilmistir. Ayrica Isatis cinsindeki
pek ¢ok bileseni Isatis cinsi igin ilk defa tanimladiklarini ve indolik alkaloidi
kesfettiklerini belirtmislerdir.

Monaco ve ark. (2005), 1. tinctoria 'y1 yiikksek ve diisiik diizeydeki 1siklar altinda,
toprak suyu ve toprak azotu kosullarinda, hem yaz hem de kis aylarinda 63 giin boyunca
serada yetistirmislerdir. Yapilan bu deney sonucunda, toprak azotunun
zenginlestirilmesinin biiyiime ve fizyolojik Ozelliklere etkisi olmadigini, ayrica I.
tinctoria min azotun az oldugu kosullara daha iyi dayanabildigini ortaya koymustur.
Ancak diisiik 151k altinda bitkilerin daha fazla 151k yakalayabilmek i¢in yaprak
yiizeylerini genislettiklerini ifade etmislerdir.

Tans1 (1998), yaptigr calismasinda c¢ivit otunun Cukurova kosullarindaki
performansinin ¢ok iyi oldugunu goézlemlemistir. Ancak bu bolgenin sicak ve nemli
olmasindan dolayr sulama suyu ile yayilan kok ciirtikliigiine karsi, ¢ivit otunun hassas
olmasi 6zellikle salma sulama yerine damlama veya yagmurlama sulama yapilmasini
veya salma sulama yapilacaksa drenaji iyi alanlarda, sirta dikimin tercih edilmesi

gerektigini belirtmigtir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.  Bitki Materyali ve Toplanmasi
3.1.1. Bitkinin toplanmasi

Calismada materyal olarak kullanilan I. constricta P. H. Davis tiiriine ait
ornekler 2015 yili temmuz ayinda, Elazig-Maden ilgesi 1200 m yiikseklikteki daglik
alandan toplanmistir. Hem vejetatif hem de ¢icekli donemde bitkilerin yaprak ve kok
kisimlarindan alinan 6rnekler laboratuvar ortaminda kurutulduktan sonra ekstraksiyon
(6ziitleme) ve analiz islemine kadar buzdolabinda (+40C’de) bekletilmistir.
Calismamizda kullanilan bitkiler, Dicle Universitesi Biyoloji Boéliimii, Botanik
Anabilim Dali’ndan Prof.Dr. Omer SAYA tarafindan teshis edilmistir.

Calismada kullanilan bitkilere ait drnekler, Sirnak Universitesi Ziraat Fakiiltesi

biyoteknoloji laboratuvarinda muhafaza edilmektedir.
3.1.2. Isatis constricta P. H. Davis

I. constricta P. H. Davis (Sekil 3.1, Sekil 3.2), iki ya da kisa omiirlii ¢ok yillik
otsu bir bitkidir. Sap uzunlugu 30 - 50 cm olup tiiysiizdiir. Sapin alt kisminda bulunan
yapraklari, uzun, mat yesil, tiiysiiz, olduk¢a sert ve zarli yapiya sahiptir. Ayrica alt
yapraklar tirtilli yapiya sahip olup ug¢ kisimlar1 genellikle yukariya bakmaktadir. Sapin
iist kisminda bulunan yapraklar ise uzun ve kulak¢ikli yapiya sahiptirler. Cigekleri 3
mm biiytikliiglinde olup sepalleri tliysiizdiir. Meyvelerinin biiytikligi 14x18 - 3x4 mm
olup, sert ve uzun bir yapiya sahiptir. Meyvenin ug¢ noktas1 kesikli yapidadir. Genellikle
volkanik yamaglarda yetisen bitki 1200 - 1300 metrelik rakimlarda yayilis
gostermektedir. Ayrica endemik bir bitki olan I. constricta, Tiirkiye’de Dogu Anadolu

ve Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gostermektedir (Davis, 1965-1985).
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Sekil 3.1. Isatis constricta Davis (givit otu)’in vejetatif donemdeki goriintiisii.

Sekil 3.2. Isatis constricta Davis (¢ivit otu)’in ¢i¢ekli donemdeki goriintiisii.
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3.2. Indirubin, Triptantrin, Indikan ve izatin Bilesiklerinin HPLC Analizi

3.2.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Indirubin (>98%), triptantrin (>99%) indikan (indoksil B-d-glukozid, >97%), izatin
(>299%), asetonitril (>99.9%), metanol (>99.9%), N,N-Dimetilformamid (DMF)
(299.9%) ve trifloroasetik asit (TFA) (>99.9%) Merck firmasi (Almanya)’ndan temin
edildi.

3.2.2. Indirubin, triptantrin, indikan ve izatin bilesiklerinin ekstraksiyonu

I. constricta bitkisinin farkli dénemlerde toplanan kok ve yaprak kisimlari
ayrildiktan sonra oda sicakliginda kurutma kagitlari tizerinde kurutulmustur. Kurutulan
materyaller, 6glitme makinesinde toz haline getirilmistir. Her bir bitki kismina ait toz
halindeki 6rneklerden yaklasik 200 mg alinip lizerine 10 ml metanol eklendi ve daha
sonra 6rnekler 10 dakika boyunca ultrasonikator (Jeiotech, US-05, Korea)’de ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen ¢6zelti vakumda siizilmiistiir. Bu
islemler 3 kez tekrarlanmistir. Ug islem sonunda elde edilen metanol kisimlar1 50 m1’lik
cam balonlarda toplanmistir. Cozeltideki metanol evaporator (Labtech EV311,
Evaporator) yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kabin i¢inde indol bilesiklerini i¢eren
tortu olustu. Bu tortu 40 ml methanol igerisinde seyreltilmis ve analiz isleminden 6nce

0.45 mm naylon filtrelerden gegirilmistir.

3.2.3. Indirubin, triptantrin, indikan ve izatin’in kalibrasyon egrisi

Triptantrin, indirubin ve indikan bilesikleri DMF igerisinde, izatin ise methanol
igerisinde ¢Ozdiriilmiistiir. Standartlarin biitiin stok solisyonlar1 1 mg/mL olarak
ayarlanmistir. Bu soliisyonlar uygun ¢oziiciiler ile 1; 5; 10; 25; 50; 100 pg/mL olmak
tizere 6 farkli konsantrasyonda seyreltilerek hazirlanmistir. Triptantrin, indirubin, izatin
ve indikan bilesiklerinin piklerinin tespit edildigi siireler sirasiyla; 14.9, 13.6, 12.2 ve
7.9 dk’dir (Sekil 3.4, 3.6, 3.8, 3.10). Kalibrasyon egrisini olusturmak igin her standart
ti¢ defa tekrarlanmustir (Sekil 3.3, 3.5, 3.7, 3.9).
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Sekil 3.3. Triptantrin’in kalibrasyon egrisi.
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Sekil 3.5. Indirubin’in kalibrasyon egrisi.
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Sekil 3.7. izatin’in kalibrasyon egrisi.
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3.2.4. Indirubin, triptantrin, indikan ve izatin’in analizi

Analiz isleminde Shimadzu Prominence HPLC cihaz1 kullanilmigtir. HPLC
cihazinda, LC-20AT pompa, SIL 20A-HT otomatik 6rnekleyici, DGU 20A5R degazer,
SPD M-20A dedektoér ve Inertsil ODS-4 C18 kolon (5um x 4.6 mm x 250 mm)
kullanilmistir. Triptantrin i¢in analiz sartlar;; mobil faz olarak, 60/40 oraninda
su/asetonitril ve % 0.1 oraninda TFA olacak sekilde 305 nm dalga boyu ve izokratik
eliisyon profili kullamlmustir. Akis orani, 0,5 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C ve analiz
ortami olarak oda sartlar1 tercih edilmistir. Indirubin igin analiz sartlar1 triptantrin
analizi ile ayn1 sartlardaydi ancak dalga boyu 275 nm olarak kullanilmistir.

Izatin igin analiz sartlar;; mobil faz olarak, 65/35 oraninda su/asetonitril ve %
0.1 oraninda TFA olacak sekilde 295 nm dalga boyu ve izokratik eliisyon profili
kullanilmistir. Akis orani, 0,5 ml/dak, kolon sicakligi 30 OC ve analiz ortami olarak oda
sartlar1 tercih edilmistir. Indikan i¢in analiz sartlari izatin ile ayn1 ancak dalga boyu 275
nm dalga boyu kullanilmistir. Hem mobil faz hem de bilesikleri igeren metanol
ekstraktlar1 analiz isleminden once 0.45 mm por ¢apindaki filtre ile siiziilmis ve
cozeltilerdeki hava kabarciklarini uzaklastirmak igin 7 dk siireyle ulrasonikasyona tabi

tutulmustur.

3.2.5. istatiksel analiz

Verilere ait istatistiksel analizler SPSS (versiyon 16.0) Multi-Way Anova Range
Testi ile yapilmistir. Elde edilen degerler istatistik analizleri i¢in standart hata (S.E.)
olarak kullanilmigtir ve P degerinin 0.05’den daha kiigiik olmasi istatistiksel olarak

onemli kabul edilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen veriler ¢izelge 1°de verilmistir. Cizelge 1
incelendiginde, . constricta nin yapraklarinda bulunan triptantrin, izatin ve indikan
alkaloidlerinin miktari, koklerine oranla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. |I.
constricta’daki indirubin miktari, bitkinin vejetatif donemdeki yapraklarda en yiiksek

oranda bulundugu goériilmektedir (Cizelge 1).

Cizelge 1. |. constricta’nin yaprak ve kok kisimlarinin indol alkaloid igerikleri (ug/g)

Ornekler Triptantrin Indirubin [zatin Indikan

Vejetatif yaprak 0.482 +0.0072a 0.0290 + 0.00007c 4.243 +0.1683a 15.348 + 0.092b
Cicekli yaprak  0.345+ 0.0038b 0.0027 +0.00016c 4.358 +0.0985a 21.330+0.114a
Cigekli kok 0.063+0.0031c 0.0085+ 0.00024b 0.166 + 0.0104b  1.580 + 0.103¢
Vejetatif kok 0.050 + 0.0013c 0.0105+ 0.00029a 0.156 + 0.0153b  1.856 + 0.015c

Cizelgedeki degerler 3 tekrarin ortalamasini ifade etmektedir. P degerinin 0.05’ten kiiciik olmas1
Anova-Multi-way Range Test’e gore veriler arasindaki farkliliklar agisindan Onemli
goriilmektedir. Cigekli kok; cicekli donemde toplanan bitkilerin kok kisimlari, Cigekli yaprak;
cigekli donemde toplanan bitkilerin yaprak kisimlari

Yapilan caligmalar sonucunda |. constricta’nin vejetatif doneminde alinan
yaprak Orneklerinde bulunan triptantrin miktarinin (0.482 + 0.0072 pg/g) en yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bitkinin vejetatif (0.050 £ 0.0013 ng/g) ve cicekli (0.063 +
0.0031 pg/g) donemlerinde alinan kok oOrneklerinde tespit edilen triptantrin
miktarlarmin ise oldukga diisiik, aralarindaki farkin da yapilan istatistiksel hesaplamaya
gbre dnemsiz bulunmustur (Cizelge 1).

Oberthiir ve Hamburger (2004) 2001 ve 2002 yilinin haziran, temmuz ve agustos
aylarinda dogal ortamdan topladiklar1 ve dondurarak kuruttuklari I. tinctoria’nin yaprak
eksplantlarindaki triptantrin oranlarini 0.08 - 0.17 pg/g, 2001 yilinin temmuz ve agustos
aylarinda topladiklar1 bitkilerin yapraklarindaki triptantrin oranin1 0.34 - 0.55 pg/g
olarak tespit etmislerdir. Bu sonuglara bakildiginda, . constricta’nin ¢igekli ve vejetatif
donemlerde tespit ettigimiz (0.345 + 0.0038 - 0.482 + 0.0072 ng/g) triptantrin oraninin,
onceki calismada elde edilen triptantrin oranlarindaki en yiiksek degere yakin oldugu

goriilmektedir. Ayni calismada oda kosullarinda kurutulan yaprak Orneklerindeki
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triptantrin oranin ise 0.6 - 2.0 pg/g oldugu ve bu oranlarin ¢alismamizdaki sonuglara
gore yliksek oldugu goriilmektedir.

Liau ve ark. (2007) Cin’in baz1 bolgelerinden topladiklari I. indigotica bitkisinin
12 6rneginden 6 kurutulmus yaprak ve 6 kurutulmus kok Ornegini incelemis ve bu
ekstraktlarda bulunan triptantrin miktarlar1 yaprak kisimlarinda 34.2 - 109.7 pg/g, kok
orneklerinin triptantrin igerigini ise 0.110 - 0.614 pg/g araliginda bulmuslardir. Liau ve
arkadaslarinin sonuglari, bizim ¢alismamizdaki ¢icekli ve vejetatif donemlerdeki yaprak
(0.345 £ 0.0038 - 0.482 + 0.0072 ng/g) ile vejetatif ve gigekli donemlerdeki kok (0.050
+ 0.0013 - 0.063 + 0.0031 pg/g) eksplantlarindan elde ettigimiz sonuglardan oldukca
yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada 1. constricta’nin vejetatif donemde toplanan kok
kisimlarindaki indirubin miktarinin (0.0105 =+ 0.00029 pg/g) bitkinin vejetatif
donemdeki yapraklarinda bulunan indirubin miktarina (0.029 + 0.00007 pg/g) gore daha
az oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda l. constricta’nin vejetatif ve
cicekli donemdeki yaprak Orneklerinin indirubin igerikleri arasinda 6nemli bir fark
olmadigi anlasilmistir. Ancak ¢izelge 1 incelendiginde |. constricta’nin vejetatif
donemde alinan koklerdeki indirubin degerinin (0.0105 + 0.00029 pg/g) ¢igekli
donemde alinan kokteki indirubin degerine oranla (0.0085 + 0.00024 ng/g) daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu farkin istatistiksel olarakta 6nemli oldugu goriilmektedir
(Bkz. Cizelge 1).

Zou ve Koh (2007)’un yaptiklar1 c¢aligmada, Cin’in farkli boélgelerinde
topladiklar I. indigotica tiirlerinin koklerinde tespit ettikleri indirubin degerlerini 1.01 -
34.4 ng/g olarak tespit etmislerdir. Liau ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 ¢aligmada Cin’in
farkli bolgelerinden toplanan 6 |. indigotica bitki Orneginin kurutulmus kok
ekstraktlarindaki indirubin miktarlarini 2.384 - 0.224 ng/g olarak bulmuslardir.

Bu c¢alismalarla karsilastirildiginda, 1. constricta’nin vejetatif ve ¢igekli
donemlerinde topladigimiz kok ve yaprak orneklerinde bulunan indirubin miktarlarinin
oldukca diisiik oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada /. constricta nin sirastyla vejetatif ve cicekli donemlerde
alan yaprak orneklerinde tespit ettigimiz izatin miktarinin (4.243 + 0.1683 - 4.358 +
0.0985 pg/g) bitkinin kok kisminda (0.156 + 0. 0153 - 0.166 + 0.0104 pg/g) tespit

ettigimiz izatin miktarindan oldukg¢a yiiksek oldugu tepsip edilmistir. Cizelge 1
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incelendiginde bitkinin hem ¢igekli hem de vejetatif donemlerde toplanan kdok ve
yapraklarmin 6rneklerinde bulunan izatin miktarlar1 arasindaki farkin 6nemli olmadigi
gorilmektedir.

Zou ve Koh (2007) yaptiklar1 ¢alismada, Cin’in farkli bolgelerinde topladiklari I.
indigotica’nin yapraklarindaki izatin miktarint 18.4 - 98.9 pg/g araliginda tespit
etmiglerdir. Bir diger ¢alismada Guo ve Chen (1986) I. indigotica’nin yapraklari iizerine
yaptiklar1 calismada izatin miktarin1 1.07 - 1.13 pg/g araliinda bulmuslardir. Bu
degerlerle karsilastirildiginda, ¢calismamizda kullandigimiz 1. constricta nin vejetatif ve
cicekli donemlerdeki yaprak kisimlarinda bulunan izatin miktarlarinin (4.243 + 0.1683 -
4.358 £ 0.0985 pg/g) Zou ve Koh (2007)’un verilerine gore oldukca diisiik ancak Guo
ve Chen (1986)’in ¢aligmalarindan elde ettikleri verilere gore daha yiiksek oldugu
anlasilmaktadir.

Zou ve Koh (2007)’un, Cin’in farkli bolgelerinden topladiklari I. indigotica’nin
kokleri lizerine yaptiklari ¢alisma sonucunda izatin miktarini 0.30 - 3.45 pg/g araliginda
tespit etmislerdir. Bu deger, ¢alismamizda kullandigimiz 1. constricta nin vejetatif ve
cigekli donemlerde toplana kok kismindaki izatin miktarindan (0.156 £ 0.0153 - 0.166 +
0.0104 ng/g) daha yiiksek bulunmustur (Bkz. Cizelge 1).

Yaptigimiz c¢alisma sonucunda |. constricta'nin sirasiyla ¢icekli ve vejetatif
donemlerinde toplanan yaprak érneklerinde bulunan indikan degerinin (15.348 + 0.092 -
21.330 + 0.114 pg/g) kok orneklerinde bulunan indikan degerinden (1.580 + 0.103 -
1.856 = 0.015 pg/g) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. /. constricta nin vejetatif ve
cicekli dénemlerinde toplanan yaprak orneklerinde bulunan indikan degerleri arasindaki
fark onemli bulunurken, kok oOrneklerinde bulunan indikan miktarlar1 arasinda fark
o6nemli bulunmamistir ( Bkz. Cizelge 1).

Zou ve Koh (2007) yaptiklari ¢alismada, Cin’in farkli bolgelerinden topladiklari
L indigotica min yapraklarinda bulunan indikan miktarimi 12.80 - 29.40 pg/g araliginda
bulmuslardir. Bu degerlerle karsilastirildiginda, /. constricta nin ¢igekli (21.330 + 0.114
ug/g) ve vejetatif donemlerde (15.348 + 0.092 pg/g) alinan yaprak orneklerinde tespit
ettigimiz indikan miktari, Zou ve Koh (2007)’un ¢alisma sonuglarina paralellik
gostermektedir.

Zhang ve ark. (2000) yaptiklari ¢alismada I. indigotica’nin yapraklarinda

bulunan indikan miktarin1 305.2 pg/g olarak bulmuslar. Bu degerler, 1. constricta’nin
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cigcekli ve vejetatif donemlerinde alinan yaprak orneklerinde tespit ettigimiz indikan
miktarlarindan (15.348 + 0.092 - 21.330 + 0.114 ng/g) oldukga yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Calismamizda, 1. constricta min gigekli ve vejetatif donemlerinde toplanan kok
orneklerinde tespit ettigimiz indikan degerleri (1.580 = 0.103 - 1.856 = 0.015 ng/g), Zou
ve Koh (2007)’un |. indigotica’nin koklerinde bulduklar1 indikan degerleri (1.16 - 43.6
ng/g) araliginda oldugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 1).



5. SONUCLAR VE ONERILER

Sentetik ila¢ ve boyar hammaddelerin kullaniminin canlilar iizerindeki olumsuz
etkilerinden dolayi, son zamanlarda dogal hammaddelere olan ilgi 6nemli 6l¢iide artig
gdstermistir. insanlar bu dogal hammaddeleri, bunlarin birincil kaynag1 olan bitkilerden
elde etme yoluna gitmislerdir. Ancak bitkilerin ticari amagli olarak bilingsiz bir sekilde
dogadan toplanmasi bazi bitki tiirlerinin yok olmasina sebep olabilmektedir.

Bitkilerde bulunan dogal hammaddelerin igeriklerine yonelik yapilacak
calismalarla, hammadde kaynagi olarak kullanilacak bitkiler tespit edilip daha bilingli
bir kullanim olanag1 saglanacaktir.

Isatis cinsine ait bitkilerde bulunan indol alkaloidleri hem tibbi agidan hem de
tekstil sanayisindeki boya Ozelliklerinden dolayr ©Onemli bilesikler olarak
degerlendirilmektedir. Bunlar arasinda triptantrin, indirubin, izatin ve indikan Isatis
tirlerinde bulunan o©nemli bilesiklerdir. Bu c¢alismada, 1. constricta’nin farkh
donemlerdeki (vejetatif ve cicekli donemler) kok ve yaprak kisimlarinin triptantrin,
indirubin, izatin ve indikan indol bilesik igerigi arastirildi. Bu ¢alismada sonucunda, I.
constricta’nin vejetatif ve ¢igekli donemlerindeki kdk ve yaprak kisimlarinin triptantrin,
indirubin, izatin ve indikan miktarlar1 tespit edilerek elde edilen degerler Cizelge 1°de
gosterilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda 1. constricta’nin indol igeriklerine
yonelik herhangi bir ¢calismaya rastlanmamis ve dolayisiyla bu ¢alisma ileride yapilacak
benzer ¢alismalar i¢in kaynak niteligi tagimaktadir.

Yaptigimiz calisma sonucunda elde ettigimiz degerler goz 6niine alindiginda;

1. Triptantrin miktari, vejetatif donemde toplanan I. constricta bitkisinin yaprak
kisimlarinda (0.482 + 0.0072 pg/g) en fazla diizeyde tespit edildigi igin triptantrin
bilesiklerinin eldesi i¢in, vejetatif donemdeki yapraklarin kullanimi 6nerilmektedir.

2. Indirubin miktarinin en yiiksek oldugu bitki kism1 yaprak ve en yiiksek oldugu
donem vejetatif donem (0.029 + 0.00007 pg/g) oldugu i¢in indirubin eldesi igin bitkinin
vejetatif donemindeki yaprak kismui tercih edilebilir.

3. Izatin miktar1, bitkinin ¢i¢ekli donemde toplanan yaprak drneklerinde (4.358 +
0.0985) en yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu yiizden izatin eldesi i¢in bitkinin ¢igekli

donemindeki yapraklarin kullanilmasi onerilebilir.
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4. Yaptigimiz ¢alismada |. constricta’da bulunan indikan miktari, bitkinin
cigekli doneminde toplanan yaprak orneklerinde en yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu
yiizden, indikan eldesi i¢in kullanilacak bitki kism1 bitkinin ¢ice kli donemindeki yaprak
ornekleri onerilmektedir.

5. I. constricta, zengin kimyasal bilesimi disinda gésterisli ¢igekleri ve dayanikli
bitki yapist nedeniyle peyzaj tasarimi ve siis bitkisi olarak kullanilma potansiyeline
sahip oldugu disiinlmektedir. Bu nedenle tiirin  kullanom  alanlarinin
yayginlastirilmasinin faydali olacagi tahmin edilmektedir.

Isatis cinsinin indol bilesik igerikleri, bitkinin kurutulma sartlari, bitki tiirii,
bitkinin toplanma zamani ve bitkinin organina bagli olarak énemli Slgiide degisiklik

gosterdigi onceki ¢alismalarda da goriilmiistir.
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