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FARKLI ZAMANLARDA HASAT EDILEN EKINEZYA (Echinacea purpurea (L.)
Moench.) BITKi EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ
BELIRLENMESI

Rabia Vildan SOLDAMLI

Bozok Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

2016; Sayfa: 39

Tez Damismani: Prof. Dr. Belgin COSGE SENKAL

OZET

Bu arastirma Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin farkli hasat zamanlarinda toplanan
bitki kisimlarindan elde edilen bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla Eyliil 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda Bozok Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
arastirma laboratuvarlarinda yiriitiilmiistiir. Arastirmada; tag yapraklar, merkez koniler ve
yapraklar igin ti¢ farkli hasat zaman1 (24 Temmuz, 6 Agustos, 19 Agustos), kok igin ise bir

hasat zamani (10 Ekim) uygulanmistir.

Echinacea purpurea tiiriiniin antioksidan aktivitesi, bitkinin organlarina ve hasat zamanlarina
gore farklilik gostermistir. En yiliksek toplam fenolik madde igerigi (59.107 mg GAE/g
ekstrakt) ve toplam flavonoid madde igerigi (1807.286 mg QE/g ekstrakt) ile en diisik DPPH
degeri (1.157 mg/mL) sirasiyla birinci hasat donemindeki ta¢ yapraklar, ikinci hasat

donemindeki yaprak ve ikinci hasat donemi tag¢ yapraklardan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekinezya, Echinacea spp., DPPH, fenolik madde, hasat zamani.
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ABSTRACT

This research was carried out to determinate antioxidant activities of extracts of Echinacea
purpurea L. (Moench) plant parts obtained from different harvest time during September
2014 and August 2015 at the Bozok University, Agricultural Faculty Research Laboratories.
In this study; the three different harvest time (July 24, August 6 and 19 August) for the
corollas, central cones and leaves one harvest time (October 10) for the root was applied.

Antioxidant activity of Echinacea purpurea species have varied according to the time of
harvest and its organs. The highest total phenolic content (59.107 mg GAE/g extract) and the
total content of flavonoid compounds (1807.286 mg QE/g extract) and the lowest DPPH value
(1.157 mg/mL) was obtained from respectively the corolla from the first harvest time, the
leaves from the second harvest time, and the corolla from the second harvest time.

Key Words: Purple Cone flower, Echinacea spp., DPPH, phenolic content, harvest time.
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1. GIRIS

Giliniimlizde insanlar artik sadece beslenmek icin degil saglikli beslenmek ve yasam
kalitelerini ylikseltmek adina ¢alismaktadir. Organik beslenme, bitkisel ilaglar, alternatif tip
son yillarda hizla kendine yer bulmakta ve yayginlagsmaktadir. Her gegen giin bitkisel tedavi
yontemlerine olan talep artmaktadir. Ekinezya bitkisi de 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki

olarak kendisine giderek daha 6nemli bir yer bulmaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkiler alternatif tedavi yontemleri olarak eski ¢aglardan giliniimiize kadar
olan donemlerde uygulanmaktadir. Bitkilerin tedavi amagli kullanimmin yanm sira; dinsel
torenlerde tiitsii, enerji veren aromali igecekler, gida sanayi gibi ¢esitli {irlinlerde, ilag
yapiminda, aromaterapik uygulamalarda, boyamacilikta, peyzaj calismalarinda, sampuan,
krem, sabun, losyon gibi kozmetik iirlinlerde, deterjanlarda ve giizel kokulu pek ¢ok iiriinde
bitkiler kullanilmaktadir [1]. Diinya pazarinda tibbi ve aromatik bitkilere olan talep her gegen
glin artmakta bu egilim Dogaya Doniis ile simgelenmekte ve “Yesil Dalga ve Yesil Devrim”

gibi isimlerle anilmaktadir [2].

Diinyada yaklasik 25.000 bitki tiiriiniin tibbi amaglarla kullanildig: bilinmektedir [3]. Ulkemiz
cografi konumu, iklim ve bitki ¢esitliligi, tarimsal potansiyeli ve genis yiiz 6l¢limii ile tibbi ve
aromatik bitki yetistiriciligi ve ticareti agisindan 6nemli bir yere sahiptir [4]. Ulkemiz
florasinda bulunan yaklagik 10.000 bitki tiiriiniin 1.000 kadar1 kullanilmakta olup, bu 1.000

kadar bitkinin ise yaklasik 400 tanesi tibbi ve aromatik amach olarak degerlendirilmektedir

[3].

Cicekli bitkilerin en zengin familyasi olan Asteraceae yeryiiziinde 1000 kadar cins ve 20.000
kadar tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemizde bu familyaya ait 134 cins ve 1.156 tiir
yetismektedir [5]. Ekonomik 6nemleri oldukga fazla olan bu familyanin iiyelerinden bir tanesi

de Echinacea turudiir.

Ekinezya Kuzey Amerika kokenli bir bitkidir. Ingilizce’de “Cone Flower, Black Sampson,
Red Sunflower” gibi isimlerle anilir. Ulkemizde ise “ekinezya, erguvani kirpibasi, kirpibas,
kirpiotu, ince yaprakli eflatun koza ¢igegi, samson kokii” gibi farkli adlarla anilmaktadir [6].

Echinacea kelimesi Yunanca bir kelime olup denizkestanesi ya da kirpi manalarina gelen



“echinos” kelimesinden tiiretilmistir. Ekinezya ismini ¢i¢ek tablasindaki dikenimsi ¢igek

yapilarindan almistir [7].

Ekinezya tiirleri boylar1 10-60 cm’e ulasan ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Govdesi dikey
konumunda kazik kok ya da sagak koklere sahiptir. Ekinezyanin basit ya da dallanmis bir
govdesi vardir. EKinezya tiirleri kendini yenileyebilme 6zelligine sahiptir. Bunun yani sira
kurakliga oldukca dayaniklidir [7]. Yapraklar oval mizrak seklinde ve 3-5 damarlidir. Koni
basl ¢icegin merkezi 1s1nsal ¢igekler tarafindan gevrelenmistir. Isinsal ¢igekler pembe, beyaz,

mor ve kirmizidir [8].

1870’1 yillarda Alman asilli doktor H.F.C. Meyer ekinezyay1 tip diinyasina tanitan ilk kisi
olmustur [9]. Dr. Meyer bitkinin kullanimin1 Amerikan yerlilerinden 6grenmistir. Meyer E.
agustifolia koklerinden hazirladigi kan temizleyici “blood puriferier” ilacini; romatizma,
migren, agri, yilancik, yaralar, hazimsizlik, bitki zehirlenmeleri, zehirli yi1lan sokmas1 gibi pek
cok hastaligin tedavisinde kullanmistir. 1887 yilinda Meyer’in ilaci Dr. John King ve Ecz.
John Uri Lloyd’nin dikkatini ¢ekmis ve akabinde ekinezya ile ilgili ilk bilimsel ¢alisma King
ve Lloyd tarafindan baslatilmistir. Baglangigta yalnizca E. angustifolia kokleri kullanilirken
daha sonra E. pallida kokleri de kullanilmigtir [6].

Ekinezya tiirleri Amerikan yerlileri tarafindan haricen; yaralarin tedavisinde merhem lapasi
olarak, dahilen ise; bas agrisi, mide agrisi ve Oksiirlik kesici olarak kullanilmistir.
Farmakolojik etkileri tam olarak kanitlanmamis olsa da bagisiklik sisteminin uyarici etkileri
yapilan pek ¢ok c¢alisma sonucu ortaya ¢ikmustir. EKinezya bitkisinin herbasi ve koklerinden
hazirlanan preparatlar iist solunum yolu ve iiriner sistem enfeksiyonlari tedavisinde alternatif
olarak kullanilmaktadir. Gliniimiizde ise ekinezya tiirlerinden elde edilen ekstre ve preparatlar
basta Avrupa iilkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere diinyanin pek cok

tilkesinde bitkisel ilag pazarinda 6nemli bir yere sahiptir [10].

Echinacea purpurea onemli fenolik bilesikler igerir. Kaftarik ve kikorik asit bu fenolik
bilesiklerden iki tanesidir. Bu fenolikler bitkinin; c¢icek, yaprak, kok, govde gibi tiim
kisimlarinda bulunur. Asteraceae familyasi genel olarak ve ozellikle ekinezya; antioksidan,
antiinflamatuar (iltihapla savasan), antiviral ve immunostimulator (bagisiklik sistemini

uyarici) etkiye sahiptir. Kikorik asit ayrica, HIV integrazi (konak hiicrenin DNA’sindaki



genetik materyalle birlesmek igin kullanilan bir HIV enzimi) engellemekte, antioksidan

aktivite gostermektedir [11].

Ekinezya tiirleri lizerinde yapilan pek ¢ok ¢alisma sonucunda nonspesifik (eldeki verilerin
belli bir bulguyu isaret etmemesi) bagisiklik sistemi uyarict aktivitesi oldugu, fagositozu
uyararak ve dogal oldiiriicii lenfositlerin fonksiyonunu arttirarak bu etkiyi sagladigi, st
solunum yollar1 enfeksiyonunun onlenmesi ve tedavisinde tek basina etkili olmasa dahi
alternatif bir yontem olarak yararlanildigi, lokal olup uzun siirede iyilesen yaralara etki ettigi,
kolaylikla tolere edilebilen, ilaglar ile iletisimi olmayan Ozetle giivenli bir sekilde

kullanilabilecek bir bitkisel iirtin oldugu ortaya ¢ikmustir [6].

Ekinezya grip ve soguk alginligi gibi hastaliklari onlemekten daha cok fagosit (viicut
icerisindeki yabanci organizma ve maddeleri sindirip yok edebilen biyolojik hiicre) etkisi ile
hastalik etmenlerine saldirip bu etmenleri yok etmektedir. Ekinezyanin fagosit etkisi siirekli
kullanim sonucunda yararindan Gte zarara yol agmaktadir. Fagositin artan etkisi serbest
radikallerin ¢cogalmasia yol agmakta ve olusan bu durum sonucunda ise serbest radikaller

bulunduklar1 konukguda agsamali olarak hasara yol agmaktadir [12].

Ekinezya bitkisinin kanserojen (kanser yapici madde) ya da mutajen (canli organizmanin
DNA ya da RNA’sinda meydana gelen degisim) etkilere yol agmadigi ortaya konmustur.
Ancak 8 haftadan daha fazla kullanilmamasi1 ve baska hepatotoksik (karaciger hiicreleri i¢in
zehirli) ilaglarla birlikte alinmamasi Onerilmektedir. Hamilelikte kullaniminin ise anne ve

bebek agisindan herhangi bir zarari olmadigi gézlemlenmistir [6].

Avrupa’da Echinaceae purpurea’dan yapilmis 280’in iizerinde iriin satilmaktadir. Merhem,
tentiir, losyon, krem, sivi-kuru ekstrakt, dis macunlar1 en ¢ok tercih edilen {irlinler arasindadir.
Amerika’da ise taze ve kuru koklerin inflizyonu, toz haline getirilmis kokler ya da
kapstillenmis kuru bitki olarak da kullanim1 yaygindir. Ekinezyanin giderek artan kullanimi
ve bilingsizce dogadan toplanmasi bitkinin dogal popiilasyonun tehdit etmis ve bunun
sonucunda bazi eyaletlerde toplanmasi yasaklanmistir [13]. Ekinezya diriinleri Birlesik
Devletler’de diyet tamamlayici, Kanada’da ise saglik iirlinii olarak yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Avrupa’da ise durum daha farklidir. Burada iiriin ilag olarak ruhsatlandirilip

eczanelerde satilmaktadir. Bunun en yaygin 6rnegi Almanya’da gériilmektedir [6].



Sonug olarak diinyada ve tlilkemizde tibbi bitkilere ve alternatif tedavi yontemlerine olan talep
hizla artmaktadir. Ekinezya da bu kapsamda oldukg¢a onemli bir bitkidir. Bitkisel ilag olarak
kullanilan bu bitkinin ilag sanayinde yeri olduk¢a fazladir. Bu baglamda ilag ham maddesi
olarak kullanilmasi iilke ekonomisi agisindan da 6nemli olacaktir. Bu durum da ancak
ekinezya bitkisinin tarimsal ¢alismalar ve arastirmalar ile desteklemesi sonucunda miimkiin
olabilir. Yukarida sayilan pek ¢ok 6zelligi ile ekinezya ¢ok 6nemli bir antioksidan kaynagi ve

alternatif tibbin 6nemli bir bitkisidir.

Yaptigimiz bu yiiksek lisans ¢alismasiyla Echinaceae purpurea L. bitkisinin farkli
organlarindan (tag yapraklar, yapraklar, merkez koni ve kok) oziitler hazirlanmis ve bu

oziitlerin DPPH radikal kovucu etkisi ile fenolik ve flavonoid bilesiklerin tayini yapilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. E.purpurea L. (Moench) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Sekil 2.1. Ekinezya bitkisinin genel goriiniimii

Ekinezya bitkisi Asteracea familyasi i¢inde yer alan bir bitkidir. Dik gévde yapisina sahip ¢ok
yillik ve otsu bitkilerdir. Alt yapraklar sapli iist yapraklar govdeye baglanmistir. Yapraklar
oval mizrak seklinde, bazen disli, bazen tiiyli 3-5 damarhdir. Cigegin merkezi 1ginsal bir
cicek tarafindan ¢evrelenmis olup koni baghdir. Cicekler; pembe, beyaz, sar1, mor ve kirmizi
renklerde olabilir. E. purpurea bitkisi 60-180 c¢cm uzunlugunda iste yakin bir dallanma

gosterir. En alt yapraklar oval, uglart mizrak ve kabaca diizensiz diglerle siralanmiglardir.

Bu 06zellik tiiriin en ayirt edici yanidir. Merkez koninin ucu genellikle parlak portakal ucludur.
Tiiriin ayirt edilmede kullanilan ikincil karakteristik 6zelligi budur. Isinsal ¢igekler kirmizidan

koyu mora degisir nadiren beyazdir.



2.1.1. Echinacea purpurea (L.) Moench Bitkisinin Icerigi
a) Toprak Ustii Kismm

. Kikorik asitin en fazla bulundugu bitkidir. Bitkinin ¢i¢eklerinde %1.,2-3.1 arasinda

degisen oranlarda bulunur.

. Alkamidlerin en fazla bulundugu tiirdiir.

. Polisakkaritler

. Flavonoidler

. Ugucu yaglar % 0.08-0.32 oranlarinda bulunur.

b) Kok Icerigi

. Kafeik asit tiirevleri

. Alkamidler (izobutilamidler)
. Polisakkaritler

. Glikoproteinler

. Ucucu yag (% 0.2)

Pirolizidin alkaloitleri (% 0.0065) 1984 yilinda bulunmus ve hepatotoksik etki meydana
getirmedigi yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya konmustur. [14].

Kuzey Dakota’da Ekinezya’nin genel olarak 5.1 °C ile 14.3-21.8 °C sicakliklar arasinda
yetistigi bildirilmistir [15].

Ekinezya’nin su stresinden toprak alti aksaminin etkilendigini, bu etkinin yaprak {izerinde
klorozis olusturdugunu, bunun yani sira bitki tohumlarinin sonbahar baslangicindan yaz
baslangicina kadar gevreye yayildigini, tohumlarin nemli, 1lik toprak yiizeylerde 20 °C ile

tizerindeki derecelerde ilkbahar boyunca ¢imlendigi belirlenmistir. [16].



E. purpurea’ nin sik bitki ekiminden etkilendigini, buna bagli olarak da degisen sicakliklarda
kok ve rizom kisimlarindaki alkamit i¢eriginin de bitki sikligindan zarar gorecegi belirtilmistir
[17].

Ahir hayvanlarinin (sigir ve atlarin) yemlerine ek katki maddesi seklinde ekinezya bitkisi

ilave edildiginde istah agic1 ve biiyiimeyi artirici etkisi gézlemlenmistir [18].

Ekinezya bitkisi {izerine yapilan ¢alismalara gore en yiiksek fenolik asit i¢eriginin yaprak ve
cigeklerde gozlemlendigi, tam ciceklenme evresinde en yiiksek noktaya (% 6.6) ulastigi
belirtilmistir. Ekinezyadaki bilesenlerin yogunlugu {izerine; genotip, hasat zamani ve ¢evresel
faktorler etkili olmaktadir. Arastirmaci bunlarin yani sira ekinezya ¢iceginde kimyasal bilesik
iceriklerinin bitkinin kisimlarina gore farklilagabilecegini ve kafeik asit konsantrasyonunun en

yiiksek ¢icek ve koklerde oldugunu tespit etmistir [19].

Kuru koklerinde tibbi olarak bagisiklik sistemini uyarici etkisi bulunan E. purpurea’da, ekim
siklig1 arttikca bitki dmriiniin azaldig, sik ekimin yabanci otlarla miicadele de etkili olmasina

karsin mantar hastaliklarina kars1 (Sclerotinia) kokleri hassaslastirdigi belirlenmistir [20].

Cek Cumbhuriyeti’nde Kolar L. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda,
ekinezya tiirlerine biiyiikkbag hayvan giibresi kullanilmasiin etken madde derisimini % 20
oraninda diisiirlirken, yesil giibre uygulanmasinin ise % 40 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir
[21].

Letchamo W. ve arkadaslan tarafindan yiiriitiilen ¢alisma sonucunda, ekinezyanin hidrofilik
bilesiklerinden klorojenik asidin (% 0.06) ilk g¢icek tomurcuklarmnin olustugu donem,
ekinakosik asidin (% 0.022) ciceklerin actig1 ve renklerinin beyazdan pembeye dondiigii
donemde gozlemlendigi saptanmistir. En yiiksek kikorik asit oranmin (% 4.67) cicek
olusumdan 6nce gozlemlendigi, en diisiik oranin (% 1.42) ise ¢igeklerin solma baglangicindan
tohum olusturma evresine kadar gegen siirede olustugu goriilmiistiir. Ekinezya kalitesinin
cicek gelisme evresiyle baglantili oldugunu, polen tanelerinin yiikksek oranda olustugu

dénemde hasat edilmesi gerektigi kanisina varmiglardir [22].

E.pallida’nin en yiiksek ekinakosit konsantrasyonuna sahip olmasi nedeniyle E. purpurea ve
E. angustifolia’ya nazaran daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Arastirmacilar ayrica Echinacea tiirlerinin igeriginde bulunan kikorik asit, ekinakosit, kaftarik
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asit ve klorogenik asit gibi kafeik asit tlirevlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

saptamislardir [23].

E.purpurea’da kikorik asit oranlarmin toprak alti aksamda % 0.14-2.05 ve toprak distii

aksamlarda % 1.2-3.1 arasinda degisim gosterdigi goriilmiistiir [24].

E.purpurea nin toprak iistii aksamlarinin temel kafeik asit tiirevlerinden kikorik asit (2,3-O
dikafeoil tartarikasit) ve kaftarik asit (2-O kafeoil tartarik asit) oldugunu, bunun yan1 sira 2-O-
kafeoil-3-O-feruloil tartarik asit, kikorik asit metil ester, 2,3-O-diferuloil tartarik asit, 2-O-
feruloil tartarik asit 2-O-kafeoil-3-O-kumaroil tartarik asidin bulundugunu gézlemlemislerdir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda Rusya’da yetistiriciligi yapilan E.purpurea’nin toprak iistii

kisimlarindaki kaftarik asit oraninin % 0.18-0.82 arasinda degistigini bildirmislerdir [25].

Sirbistan’da yetistirilen E.purpurea’nin element bilesenleri lizerinde yapilan bir arastirmada
bitkinin ¢iceklerinin Cu, Zn ve Ni, yapraklarinin Mg, Ca, Fe, Li ve Sr gibi mineraller

bakimindan zengin oldugunu ifade etmisledir [26].

E.purpurea’nin kurutulmasinda uygulanan sicakligin alkamit ve kikorik asit konsantrasyonlari
iizerinde etkisi arastirilmistir. Stuart ve Wills adli arastirmacilar yaptiklari ¢calismada bitkinin
kok ve toprak iistii kisimlarma (yaprak, sap, tag yaprak) dnce 48 saat siireyle 40 °C, akabinde
9 saat siireyle 70 °C sicaklik uygulanmustir. Bulgular; bitkinin tiim kisimlarinda kikorik asit
konsantrasyonunda azalma saptanmis ancak kurutma sicakliginin alkamit konsantrasyonu

agisindan kayda deger bir farklilik gozlemlenmedigi belirlenmistir [27].

E.purpurea’nin farkli hasat zamanlar1 ve sulama miktarlar1 denemesinde, hasat zamani
uzadikca etken madde igeriginin azaldigr ancak sulamanin %50 oraninda artirilmasiyla
bitkinin yesil ot veriminin arttig1, sulama yapilmayan deneme alanlarinda ise etkili madde

(kafeik asit) miktarinda bir azalma goriilmedigi belirlenmistir [28].

E.purpurea denemesinin kuruldugu birinci y1l bitki basina toprak iistii yesil aksam agirliginin
ertesi sene elde edilen kok agirligindan daha yiiksek oldugunu, kiiltiirii yapilan ekinezya
popiilasyonu igerisindeki morfolojik ve tarimsal denemelerde liniform olmayan olgunlagmay1
azaltmak ic¢in siirekli bir toprak {istii seleksiyona ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Sonbahar
stiresince gozlemlenen ve ilkbahara nazaran daha diisiik ortalamalara gore giinliik

sicakliklarin  ekinezyanin  biiyiime ve gelismesini yiiksek oranda smirlandirdig:
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gozlemlenmistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda ekinezyanin yaprak ve tac yaprak kisimlarinda

fenolik bilesiklerin sonbaharda daha yiiksek oranlarda olustugunu saptamislardir [29].

Slovakya’da yapilan hasat zamami denemesinde E.purpurea kalitesinin c¢igek gelisim
donemlerinden fazlasiyla etkilendigi saptanmistir. Echinacea bitkisinin ¢igeklerindeki
hidrofilik ve lipofilik bilesiklerin her ikisinin de olgunlagsma doneminde en yiiksek seviyede
oldugu belirtilmistir [30].

2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan

Antioksidan kavraminin anlagilabilmesi i¢in Oncelikle “Serbest Radikaller”in ne oldugunun

iyi bilinmesi gerekmektedir.

Serbest radikaller; kirli havalarda, bozulmus gidalarda, sigara dumaninda, radyasyonda,
bitkisel ilaglarda ve normal viicut metabolizmasinda bulunabilir. Serbest radikaller viicut
hiicrelerine saldirarak deforme olmasina sebep olmaktadir. Birinci saldirida ilk olarak yeni bir
serbest radikal olusur. Bunun arkasindan ise kontrolsiiz bir zincirleme reaksiyon baslar
[31],[32]. Serbest radikaller iizerine yapilan c¢alismalar 1900’lerde Gomberg tarafindan
trifenilmetil radikalinin (Ph3C") varligiin bulunmasiyla baglamistir. Serbest radikal, bir
orbitalde yalnizca bir ya da daha fazla ortaklanmamais elektron iceren kimyasallardir. En temel
serbest radikal bir proton ve bir elektrondan meydana gelen hidrojen atomudur. Radikal
tiirlerinin neredeyse tamamu birbirleri {izerinde etkili olabilir. Bu gibi etkilesimler; radikalde
bulunan ortaklanmamis elektronun delokalizasyonuna, radikallerin etkilestigi molekiillerin
zayif baglar ihtiva etmesine ve radikallerin konsantrasyonuna gore farkliliklar gosterebilir
[33]. Serbest radikal iiretimi yiiksek seviyelerde olur, koruyucu etkili antioksidanlar etkisiz
kalirsa viicutta sorunlar meydana gelir. Ornegin; serbest radikaller DNA molekiillerinde
hasan tetikleyerek kansere, pankreasta yogunlasarak seker hastaligina yol agabilir. Kalp ve
dolagim sistemi hastaliklarina ve gbzde katarakta yol agabilirler. Biriken yiiksek miktarda

serbest radikaller kronik yorgunluk ve bitkinlik olarak da kendini gdsterir.

Serbest radikallerin sebep oldugu bu hasarlara kars1 korunmada gida takviyesi ve metabolik
olaylar ile bir takim 6nlemler alinabilir. Alinacak 6nlemlerle bu maddelerin viicuttaki zarari
miimkiin oldugunca azaltilabilir. Bu zararli etkilerden korunulmasinda en etkin maddelerden
bir tanesi antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu engelleyici ya da

mevcut bulunan serbest radikalleri etkisiz hale getirici yapidaki maddelerdir [34]. Zincirleme
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reaksiyon teorisine gore enerji emilimi yoluyla aktive edilen madde (lipit molekiilii), oksijenle
birleserek okside olur. Buna bagh olarak olusan aktiflenmis peroksit molekiilleri, enerjilerini
maddenin okside olabilen diger molekiillerine aktararak otooksidasyonu siirdiirmektedir.
Antioksidanlarin kullanim1 ile aktivasyon enerjisini antioksidan molekiilii kullanir ve bu
enerjiyi bagska molekiillere aktaramaz. Antioksidan molekiiliiniin araya girmesiyle otookside
olabilen maddenin birgok molekiilleri okside olmaktan kurtulmaktadir. Bu durumda

oksidasyonun hizi diismiis, kismen durdurulmustur.

Gidalarda kullanilacak antioksidanlarda aranan bazi ozellikler asagida maddeler halinde

verilmistir.

. Insan sagligina zarar1 olmamali,

. Iz miktarlarda kullanilmali, bu sayede maliyet artmamals,

. Gidanin dogal yapisini (goriinis, tat, koku v.b) bozmamali,
. Koruyacagi madde iginde ¢oziilmeli,

. Normal iiretim sirasinda etkisini kaybetmemelidir [35].

Bu bilesiklerin tip ve gida alanlarinda kullanimlar1 yaygin olup elde edildikleri kaynaklara

gore sentetik ve dogal antioksidanlar seklinde iki grup altinda toplanabilir.

a) Sentetik Antioksidanlar: Gida sanayinde yogun olarak kullanilan sentetik
antioksidanlar; BHA (biitil hidroksianisol), BHT (biitil hidroksitoluen), PG (propil
gallat) ile TBHQ (tersiyer biitilhidrokinon)’dur. Ayrica ilave olarak NDGA
(Nordihidroguairatik asit) da bu grupta degerledirilebilir [36],[32].

BHA: Bu antioksidan ticari olarak 3-tersiyerbiitil-4-hidroksianisol (% 85) ile 2-tersiyerbiitil-
4-hisroksianisol (% 15) izomerlerinin birlesimidir. Beyaz mumsu sert bir yapiya sahiptir.
Hayvansal ve bitkisel yaglarda kullanilmaktadir [37],[32]. Bitkisel yaglardaki antioksidatif

etkisi hayvansal yaglara nazaran daha azdir [32].
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BHT: BHT (2,6-ditersiyerbiitil biitil-4-metil fenol); kristal yapili ve beyaz renklidir. Isiya
oldukca dayanikli olmasi sebebiyle firinda pisirme ve kizartma islemlerinde ortamda uzun

siire kalir ve gidaya dayaniklilik kazandirir.

PG (Propil gallat): Gallik asitin esteri olan ve kat1 kristaller halinde beyaz renktedir. PG
bitkisel ve hayvansal yaglarda yogun olarak kullanilir [38],[32]. PG daima sitrik asitle birlikte

kullanilmaktadir.

TBHQ: TBHQ (tersiyer biitil hidrokinon), beyaz ve agik kahverengi renk arasinda kristal
formda ve bitkisel yaglar icin antioksidan acisindan oldukea etkilidir. ABD Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan yapilan arastirmalar neticesinde etkili bir antioksidan oldugu
belirlenmis ve kullanimina ilk kez 1972 yilinda izin verilmistir [39]. Pek ¢ok uygulamada

diger antioksidanlara gore en iyi sonucu verdigi gézlemlenmistir [40],[41],[32].

NDGA: NDGA (Nordihidroguairatik asit) olarak bilinen bu madde bir ¢6l bitkisi olan Larrea
divaricata bitkisinden dogal olarak elde edilebilecegi gibi sentetik yontemlerle de elde
edilebilir. Kristal yapida gri-beyaz renktedir. Gidalarda kullanimi iilkemiz dahil pek ¢ok
tilkede yasaklanmustir [37],[ 41],[32].

Sentetik antioksidanlarin kullanimi g6zlemlenen yan etkileri neticesinde son yillarda olduk¢a

sinirlandirilmistir [42],[43].

b) Dogal Antioksidanlar: Vitaminler (Vitamin C, E ve A), flovanoidler, polifenoller,
karotenoidler baslica dogal antioksidanlardandir. Yapilan caligmalar sebze ve meyve tiiketimi

ile baz1 kanser ve kalp rahatsizliklar1 olusumu arasinda ters orantt oldugunu gostermistir [44].

C Vitamini (Askorbik asit): C vitamini insanlar i¢in ¢ok 6nemli bir vitamindir. C vitamini
viicut dokularina saglamligini  veren kolojenin iiretiminden alyuvarlarin calisma
mekanizmasina kadar pek ¢ok islevi vardir. C vitamini viicutta kimyasal tepkimelerin dogal

olarak yapilabilmesi i¢in gereklidir. C vitamininin en zengin kaynaklari meyve ve sebzelerdir.

E Vitaminleri (Tokoferoller): Hiicre zarlar1 ile lipoproteinlerde 6nemli antioksidan islevler

sergileyen E vitamini yagda ¢oziinen 6nemli bir antioksidandir. [32].
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2.3. EKinezya ve Antioksidan

Ekinezya bitkisi igerisinde, echinacoside, polisakkaritler, poliasetelinler, glikoproteinler,
kafeik asit tiirevleri, triglikosid, betain, seskiterpenler ve koryofilen ile demir-bakir
mineralleri, protein, yag asidi, alkamidler, ugucu yaglar ve flavonoidler yani sira A, C, E
vitaminlerini bulundurur [45].

E.purpurea’nin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini, klasik ve ultrason solvent
ekstraksiyon yontemi ile karsilastirilmistir. Bitkinin kurutulmus toprak tstii kisimlarinin 1/10
(m/v) oraninda, 25 °C sicaklikla ve % 70 oraninda etanol ile ekstrakte edilmistir. Klasik
solvent ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktin diger yonteme goére % 29 oraninda daha

yiiksek fenolik bilesikler ve % 20’den daha fazla flavonoidler i¢erdigi saptanmistir [46].

Ekinezya tiirlerinin toprak {stii ve toprak alti aksamlarindan elde edilen sekonder
metabolitlerin tibbi olarak kullanildig1 belirtilmistir. Ekonomik degeri olan E.purpurea,
E.pallida ve E.angustifolia tiirlerinin herba ve kok kisimlarindaki sekonder metabolitler
olarak, fenolik bilesikler, fenilprepanoitler (echinacoside, cicoric acid, caftaric acid,
verbascoside, chlorogenic acid, isochlorohenic acid, cinarin), flavonoitler (rutosit, luteolin,
kaempferol, quercitin, quercetagetin, apigenin, isorhamnetin), ugucu yaglar (germasren D,
borneol, bornilasetat, karyofillen, karyofillen epoksit, palmitik asit, v.s), lipit bilesikler
(poliasetelinler), azotlu bilesikler (alkamidler, alkoloidler), polisakkaritler (inulin v.s), ile
besin maddelerinin (aliiminyum, bakir, demir, kalsiyum, magnezyum, potastum, vitamin A-E
ile fazla miktarda C vitamini) bulundugunu ve bilesenlerin de tiir, iklim, yetistirme kosullar

ve diger kiiltiirel islemlere gore degistigi belirlenmistir [47].

Foster tarafindan yapilan arastirmalara gore; en yiiksek polifenolik asit konsantrasyonunun
yaprak ve ta¢ yapraklarda oldugunu, tam ¢i¢eklenme evresinde ise bunun en yiiksek derisime
(% 6.6) ulasabilecegi belirtilmistir. Ekinezya bitkisindeki bilesenlerin konsantrasyonlarinin
genotipe, hasat zamanlarina ve g¢evresel etkilere farkliliklar gosterebilecegini bildirmistir.
Ekinezyanin ta¢ yapraklarinda kimyasal bilesik konsantrasyonlarmin bitki kisimlarina gore
farklilasabilecegini ve kafeik asit konsantrasyonlarmin en yogun ta¢ yaprak ve koklerde

oldugunu tespit etmistir [48]

Facino ve ark. tarafindan yiiriitiilen bircok antioksidan aktivite ¢alismasinda, ekinakositin

diger kafeik asit tiirevlerine gore belirgin antioksidan aktivite igerdigi gozlemlenmistir [49].
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Hu ve Kitts yaptigi ¢alismada, dondurularak kurutulmus E.purpurea koklerinin metanol

ekstraktlarinin antioksidan aktivite sergilediklerini bildirmislerdir [50].

E.purpurea’dan elde edilen etonol ekstraktlarinda toplam fenolik madde igeriginin kuru
madde iizerinden gallik asit esdegeri olarak 11.0+1.0 oldugunu ve DPPH radikal kovucu

aktivite sergiledigini ifade etmislerdir [51].

E. purpurea koklerinin kikorik asit (% 1.2-3.1)tartarik asit, kafeik asit ve klorojenik asit
olmak iizere kafeik asit tiirevleri, alkamidleri (% 0.01-0.04), poliasetilen tiirevleri,
glikoproteinleri, karyofilen, humulen, epoksit gibi ucgucu yaglart (% 0.2) ihtiva ettigi
bildirilmistir [52].

Bitkinin ilk kez yilan sokmalari, cilt yaralar1 ve yaniklarin tedavisinde kullanildigi, kok
kisminin dis ve bogaz agrilari i¢in dogrudan agza uygulandiginda oksiiriige, bas agrilarina ve

bazi mide sikayetlerine kars1 dahilen kullanimlarinin yararli oldugu saptanmistir [53].

2.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler insan hayatinda gerekli olan ve bitkiler aleminin biiylik bir kisminda yer
alan fitokimyasallarin en genis kategorilerinden birini olusturur. Flovanoidleri, fenolik asitleri
ve fenolik polimerleri ihtiva eder. Fenolik bilesiklerin aktiviteleri kimyasal yapilarina baglidir

ve giiclii antioksidan aktivite sergilerler.

Flavonoidler: Flovanoidler; 6nemli antioksidan ve sellatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil
agirhginda olan en genis bitki fenolikleri grubunu olustururlar. Dogada agirlikli olarak
yaprak, cicek ve kokte bulunan 4000°den fazla flovanoid ¢esidi bilinmektedir. Meyve, sebze,
sarap, kakao ve ¢ayda yogun olarak bulunurlar. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince sari
manasina gelen “flavus” kelimesinden tliremis ve flavonoid adini almiglardir. Flavonoidler
bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Bitkilerin sekonder metabolizma
tiriinleridir. Yasamsal fonksiyonlar igin gerekli olan aminoasitler, karbonhidratlar gibi primer
metabolizma ftriinlerinden tiirerler [54]. Flavonoidlerin eski ve koklii bir tarihi vardir.
Flavonoidler ilk kez 1936 yilinin baslarinda insanlarin kalp sagligin1 koruma ve stresi azaltma
yoniinden dikkati ¢ekmistir. Bu yillarda ilk narenciye tiiriindeki besinlerde bulunan

flavonoidlerin metabolizmas: arastirilmig, sonraki yillar diger bitkisel maddelerdeki

13



flavonoidler de arastirma konularin1 olusturmustur. Sonu¢ olarak flavonoidler bitki

fenolikleridir ve beslenmede 6nemli oranlarda yer almaktadir [55].

1936 yilinda yapilan ilk ¢alisma Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yiritiilmistiir [56].
Yiiriitiilen ¢alismada flavonoidlerin biyolojik aktivileri sorgulanmistir [57]. Ilk calismalarda
bitkilerdeki tat, renk ve bitki fizyolojisine etkileri ile ortaya ¢ikmiglardir. Son yillarda yapilan
calismalarda ise saglik tizerine olumlu etkileri daha ¢ok 6n plandadir. Antioksidan ve serbest
radikal yakalama fonksiyonlari ile kroner kalp hastaliklar1 ve cesitli kanser tiirlerinin
onlenmesinde etkili oldugu yapilan pek ¢ok calisma ile ortaya konmustur [58],[59].
Flavonoidler gii¢lii antioksidan aktivitesi sayesinde iltihab1 azaltir, sagliklt damar olusumuna
katkida bulunur, hiicresel hasar1 onleyip yaslanmaya karsi etki gosterir. Tiim bunlarin yani
sira flavonoidlerin demans (diisiince bozuklugu, bunama), Alzheimer ve Kkansere karsi
korumada etkili oldugu bilinmektedir [60].

Flavonoidler antioksidan 6zellik gosterebilmek icin serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin metabolizma iizerine pek ¢ok etkisi

gozlemlenmistir. Bu etkileri su sekilde siralayabiliriz;
. Antitimor

. Antiviral

. Antimikrobik

. Antiinflamatuar

. Antiallerjik

. Aterosklerosis ve kroner kalp hastaliklarindan koruma
. Vasodilatasyon (damar geniglemesi) ve
. Hiicresel immiinitenin sitiimiilasyonu (hiicresel bagisiklik) etkisi.
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2.5.Kuersetin

Kuersetin yapilan c¢alismalarda en aktif flavonoid olarak bulunmustur. Tibbi bitkiler
aktivitelerinin neredeyse tamamini yiliksek kuersetin igeriklerine bor¢ludur. Flavonoidlerin

antioksidan aktiviteleri kuersetinin antioksidan aktivitesinden kaynaklanmaktadir [61].
Kuersetin polifenolik flavonoidlerin genis bir sinifina aittir [62].

Meyve ve sebzelerde bol miktarlarda bulunan kuersetin suda az ¢oziinebilen bir flavonoiddir.

Elma ve sogan basta olmak iizere kirmizi sarap, greyfurt, siyah ¢ay, ahududu, yaban mersini,

kiraz ve brokoli gibi bitkilerde bol miktarda bulunur [63],[64].

Kuersitinin yararh etkileri diger flavonoidlerde oldugu gibi alimina, emilimine ve atilimina
bagl olarak degismektedir. Bunun {izerine yapilan calismalar halen devam etmektedir.
Kuersetinin bir¢ok biyolojik ve farmakolojik etkileri yapilan ¢alismalar sonucu agiklanmistir
[65]. Losemi, kolon, meme, akciger, hepatoma ve prostat dahil olmak {izere birgok kanser

hiicresinde antikaser etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir [66].

Antimutajenik ve antikanser ozellikleri dolayisiyla kuersetin bazi kanser tiirlerinde kimyasal

onleyici ajan gorevinde galismustir [67].
Fenolik bilesikler bitkilerde yogun olarak bulunan sekonder metabolitlerdendir.

Fenolik bilesiklerin kilcal dolasim sisteminde kan basincini diisiirme, gegirgenligi ayarlama
gibi insan sagligina olumlu etkileri vardir. Bu olumlu etkileriyle P faktorii (permeabilite
faktorii) ya da P vitamini olarak isimlendirilirler [68]. Bunlarin yan1 sira koku, tat ve renk
olusumda etkili olmalari, antimikrobiyal etki gostermeleri, enzim inhibisyonunu saglamalari

bu bilesikleri gida ¢alismalarinda 6nemli bir yere koymaktadir [69].

Fenolik bilesikler bitkilerin tohum, meyve, cicek, sebze, yaprak, dal ve govde gibi pek cok
organinda bulunabilir [70]. Fenolik bilesiklerin bazilart meyve ve sebzelerin lezzetinin
olusmasinda ozellikle agizda biraktiklar1 acilik ve burukluk gibi tat etkenlerini olustururlar.
Bazilar1 ise meyve ve sebzelerde sari, sari-esmer, kirmizi-mavi gibi degisik tonlardaki renk

olusumuna katki saglarlar [71].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal
3.1.1. Arastirma Materyali

Arastirmada bitkisel materyal olarak tohumdan ¢ogaltilan E. purpurea L. bitkileri

kullanilmistir.

3.1.2. Denemenin Yiiriitiildiigii Bolgenin Genel Ozellikleri

Arastirmada kullanilan bitki &rnekleri 2012 yili Haziran ayinda Bozok Universitesi Ziraat
Fakiiltesine ait olan Gedikhasanli Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde kurulan ekinezya

plantasyonundan temin edilmistir.

Plantasyon hazirlanmasinda fide iiretimi i¢in tohumlar 24 Nisan 2012 tarihinde torf iceren
viyollere ekilmistir. Tohumlar yaklasik 2 hafta i¢erisinde ¢imlenmis ve fideler ortalama 15 cm
boylandiktan sonra dnceden planlanan deneme alanina dikilmistir. Fideler sira arast 80 cm,

sira arast 50 cm olacak sekilde deneme alanina dikilmistir.

Toplam deneme alani; 18 x 10 m = 180 m?dir. Deneme yerinin toprak ozellikleri Tablo

3.1.de verilmistir.

Tablo 3.1. Denemenin uygulandigi bdlgenin toprak analiz sonuglari

Ozellikler Analiz Degerleri
Biinye 46.31
pH 7.67
Tuz (%) 0.0317
Kireg ( %) 4.04
Organik Madde ( %) 1.473
Azot ( %) 0.074
P,Os ( kg/da) 5.83
K,0 ( kg/da) 79.48
Fe ( ppm) 1.67
Zn ( ppm) 0.24
Cu (ppm) 0.47
Mn (ppm) 4.42
Ca (ppm) 7.815
Mg ( ppm) 221.6
Na (ppm) 11.2




Ekinezya plantasyonunun bulundugu toprak tinli yapida olup, hafif alkali, tuzsuz, kireg,
organik madde, fosfor ve ¢inko icerigi az, azotca fakir, demir igerigi eksik, bakir, mangan ve

magnezyum bakimindan yeterli, potasyumca zengindir.

Sekil 3.1. Deneme alaninin genel goriiniimii

Dikimden sonra 2013, 2014 ve 2015 yillarinda bitkilerin gerekli bakim islemleri (sulama,

capalama) yerine getirilmistir.
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Sekil 3.3. Bitkinin ¢igekli evresi

3.1.3. Bakim islemleri

Bitkiye 2015 yili mayis-temmuz aylar1 arasinda ilicer kez ¢apalama, sulama, yabanci ot

temizligi yapilmistir. Bitkinin sulamas1 damla sulama sistemleri ile gergeklestirilmistir.
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3.1.4. Hasat

24 Temmuz 2015 tarihinde bitkinin 1.hasadi gerceklestirilmistir. Bu hasatta bitkinin tag
yapraklar1 ve yapragi toplanmis ayrica tag yapraktan merkez koni ayrilarak kurutulmus ve
merkez koniden de veri alinmasi saglanmistir. Bitkinin 2. hasadi 6 Agustos 2015, 3.hasadi da

19 Agustos 2015 tarihinde gergeklesmistir.

Tablo 3.2. Ekinezyanin hasat zamani ve hasat edilen bitki kisimlari

Hasat Sayis1 Hasat Zamani Hasat Edilen Bitki Kisimlari

1 24 Temmuz 2015 Tag yaprak, yaprak, merkez koni
2 6 Agustos 2015 Tag yaprak, yaprak, merkez koni
3 19 Agustos 2015 Tag yaprak, yaprak, merkez koni
4 10 Ekim 2015 Kok




Sekil 3.4. EKinezya’nin kurutulmus tag yaprak, yaprak ve merkez koni kisimlari

Kok hasadi ayr1 bir tarihte 10 Ekim 2015°te yapilmistir. Hasadi yapilan kokler yikanip,
temizlenmis ve kurumaya birakilmigtir. Bitkinin toplanan; tag yaprak, yaprak, merkez koni ve

kok kisimlart gélgede kurutulmus ve blender yardimiyla 6 giitiilmiistiir.

Sekil 3.5. EKinezya’nin kuru kokleri

3.2. Metot
3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Echinacea purpurea (L.) Moench bitkisinin farkli kisimlar1 (yaprak, tag yaprak, merkez koni,
kok) golgede kurutulmus ve blender yardimiyla ogiitiilmistiir. Elde edilen orneklerden 4 g
tartilip tizerlerine 40 mL metanol (1/10 w/v) eklenmistir. Etiivde (Elekto-mag M 5040
P,Tirkiye) 40 °C’de 24 saat bekletilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler 9.000 rpm’de santrifiij
(Universal320 R) edilmistir. Coziicii evaporatér (Buchi,Almanya) yardimi ile
uzaklastirllmistir. Elde edilen ekstraktlarin miktarlart belirlendikten sonra metanolli

ekstraktlar elde edilmistir. Ekstraktlar analiz edilinceye kadar +4°de muhafaza edilmistir.

3.2.2 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Ekstraktlarin serbest radikal aktiviteleri bilinen bir radikal olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. DPPH radikalinin belirli miktarini etkisiz
hale getiren ekstrakt miktar1 belirlenerek ornekler arasinda kiyaslama yapilmistir. DPPH

radikali siipliriicii aktivite tayini i¢cin 4 mg DPPH 100 ml metanol icerisinde ¢ézerek derisim
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hazirlanmistir. Calismada metanolde ¢oziilmiis ekstraktlar kullanilmistir. Ana stok olarak 8
mg/ml ekstrakt ¢ozeltisi hazirlanmis ve seyreltme ile 8 farkli konsantrasyon elde edilmistir.
Her bir 6rnek i¢in 3.2 ml DPPH radikali ve farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt
¢ozeltilerinden 200 pl ilave edilmis ve oda sicakliginda 30 dk karanlikta inkiibe birakilmistir.
Inkiibe ettikten sonra 517 nm’de absorbans &lgiimii yapilmistir. Her bir 6rnegin % 50
inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Standart antioksidan olarak askorbik asit kullanilmastir.
Kontrol i¢in deney tiipiine ekstrakt ¢6zelti miktar1 kadar metanol ilave edilmistir. Her bir
deneme 3 tekerriirlii ve her tekerriir kendi arasinda iki uygulamali olarak yapilmistir. DPPH

radikali siipiiriicii %’sinin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir[72].
%DPPH Supul'liCli akthlte = [ (Akontro] = Aekstrakt) /Akontr0|] XlOO

DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini i¢in spektrofotometrik 6l¢iimler PerkinEImer Lambda

25 UV/VIS spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.3. Toplam Fenolik icerigin Belirlenmesi (Folin Yéntemi)

Ekstraktlarin  toplam fenolik icerigi Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) metoduna gore
belirlenmistir [73]. Calisma i¢in metanol ile hazirlanmis (2 mg/ml) 6rneklerden 200 pl alinip
tizerine 9 ml distile su ilave edilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifinden 200 pl eklendikten sonra
3 dakika bekletilmis ve 600 pl Na;COg3 (%20) iceren kimyasal ile birlikte toplam 10 ml olacak
sekilde deney tiipiine alinmigtir. Oda sicakliginda 2 saat karanlikta inkiibe ettikten sonra 760
nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Standart kalibrasyon egrisi olusturmada distile suda
¢oziilmiis gallik asit kullanilmis ve her bir deney tiipiine 200 pl metanol ilave edilmistir.
Gallik asitten ana stok olarak 0.1 mg/ml hazirlanmis ve seyreltme ile 9 farkli konsantrasyon
elde edilmistir. Gallik asit standart grafigine gore tiim bitki ekstraktlarmin toplam fenolik
madde mg gallik asit esdegeri (GAE) / g ekstrakt olarak hesaplanmistir. Toplam fenolik
icerigin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik Olgiimler PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS
spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir deneme 3 tekerriirlii olarak

yapilmustir.

3.2.4. Toplam Flavonoid I¢erigin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand et all. yontemi kullanilarak

belirlenmistir [74]. Metanolde ¢oziilmiis ekstrakt ¢ozeltisinden ana stok olarak 2 mg/ml
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hazirlanmistir. Deneyin hazirlanisinda %10"uk aliiminyum nitrattan 100 pl, 1M potasyum
asetattan 100 pl alinip bitki ekstraktinin son konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde ekstrakt
ilave edilmistir. Deneyin son hacmi % 99’luk etanol ile 5 ml’ye tamamlanmistir. Oda
sicakliginda 40 dk. karanlikta tutulduktan sonra 417 nm’de absorbans olglimii yapilmustir.
Kuersetin standardi i¢in ana stok olarak 0.5 mg/ml hazirlanmis ve seyreltme ile 8 farklh
konsantrasyon elde edilmistir. Toplam flavonoid madde igerigi mg kuersetin esdegeri (QE)/ g
ekstrakt olarak ifade edilmistir. Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in
spektrofotometrik Olglimler PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS spektrofotometre cihazi

kullanilarak yapilmistir. Her bir deneme ti¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.2.5. istatistik Analizler

Calismada ele alan veriler Tesadiif Bloklar1 Deneme Desenine gore TARIST programinda
degerlendirilerek varyans analizi yapilmistir. Varyans analizindeki farkliliklar ise Asgari
Onemli Fark (AOF) testi ile kontrol edilmistir [75].

Tablo 3.3. Hasat zamanlar1 ve ekstraksiyonda kullanilan 6rnek miktarlar

Kullanilan miktar

Hasat zamam Bitki kisimlari Ornek ()
Tag yaprak C: 4

24 Temmuz 2015 Yaprak Y, 4
Merkez koni T, 4

Tag yaprak C, 4

6 Agustos 2015 Yaprak Y, 4
Merkez koni T, 4

Tac yaprak Cs 4

19 Agustos 2015 Yaprak Y, 4
Merkez koni T3 4

10 Ekim 2015 Kok K 4
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4. BULGULAR

Yozgat kosullarinda yetistirilen Echinacea purpurea L. (Moench) bitkisinin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilen bu calismada bitkinin; tag¢ yaprak, yaprak,
merkez koni ve kok kisimlar1 kullanilmistir. Bitkinin kokleri bir kez diger kisimlari ise ti¢ kez

hasat edilmistir. Arastirmadan elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1. Orneklerin Ekstraksiyon Verimi

Ekinezya bitkisinin tag yaprak, yaprak, merkez koni ve kok kisimlarmin farkli hasat
zamanlarindaki ekstraksiyon verimleri karsilastiritlmistir. Ekstraksiyon verimleri 4 mg kuru
madde miktar1 iizerinden hesaplanmistir. Ekinezyanin ta¢ yaprak kisimlarindan C1 ve C2
hasat donemi sonunda elde edilen ekstrakt miktar1 ve yiizdesi aym1 bulunmus, C3 hasat
doneminde elde edilen degerlerde diisiis gézlemlenmistir. Yaprakta Y3 hasat doneminde Y1
ve Y2 donemlerine gore daha yiiksek degerler gézlemlenmistir.. Merkez koniden ise en
yiiksek deger T3 hasat doneminden elde edilmekle birlikte, en diisik deger T2 hasat
doneminde gozlemlenmistir. Bitkinin kok kismi ise vejetasyon donemi sonunda bir kez hasat
edilmis olup, kok hasadindan 0.344 mg ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen verilere ait

degerlerin tamami Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Echinacea purpurea L. (Moench) bitkisinin yaprak,tag yaprak, merkez koni ve kok
kisimlarinin ekstraksiyon verimleri

Elde Edilen

No Ornekler Kl\l/i:lg t:f_f?de Ekstrakt Elde‘E.d I(Iien.E(l,( strakt
g Miktar (g) iizdesi (%)
1 Cl 4 0.452 11.3
2 C¢2 4 0.452 11.3
3 (0K} 4 0.401 10.0
4 Y1 4 0.290 7.3
5 Y2 4 0.290 7.2
6 Y3 4 0.332 8.3
7 T1 4 0.524 13.1
8 T2 4 0.507 12.7
9 T3 4 0.533 13.3
10 K 4 0.344 8.6




4.2. Antioksidan Cahsmalar

Ekinezya bitkisinin farkli zamanlarda hasat edilen bitki kisimlarinin toplam fenolik, toplam
flavonoid ve DPPH degerleri hesaplanmistir. Elde edilen verilere ait degerler Tablo 4.2°de
verilmistir. Degerler 3 tekerriiriin ortalamasi alinarak bulunmustur. Toplam fenolik madde
iceriginde en yiiksek degere C1 doneminde (59.107 mg GAE/g ekstrakt), en diisiik degere ise
C3 doneminde (21.947 mg GAE/g ekstrakt) ulasilmigtir. Toplam flavonoid igeriginde en
yiikksek deger Y2 doneminde 1807.286 mg QE/g ekstrakt, en diisiik deger ise K hasadi
doneminde 68.238 mg QE/g ekstrakt degerleri olarak kaydedilmistir. DPPH igerigi ise en
yiksek K doneminde 8.090 mg/ml, en diisik C2 doéneminde 1.157 mg/ml olarak elde
edilmistir. DPPH degeri yiikseldikce antioksidan aktivite azalmaktadir.

Tablo 4.2. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin bitki kisimlarindan elde edilen

ekstraktlarin toplam fenolik®, toplam flavonoid® ve DPPH degerleri

No Ornek Toplam Fenolik Toplam Flavonoid DPPH

(mg GAE/g ekstrakt)® (mg QE/g ekstrakt)® (mg/ml)°
1 C1 59.107 305.381 3.807
2 c2 38.358 168.873 1.157
3 C3 21.947 104.428 3.597
4 T1 26.028 112.365 2.550
5 T2 30.875 142.523 7.057
6 T3 27.559 120.619 4.097
7 Y1 41.250 1426.333 2.257
8 Y2 31.470 1807.286 2.487
9 Y3 23.222 1284.429 2.630
10 K 32.406 68.238 8.090

®Degerler ii¢ tekerriir dl¢iimiin ortalamasidir
YGAE, gallik asit ekivalent

°QE, kuersetin ekivalent

9 1Csy degerleri mg/ml olarak ifade edilmistir

4.2.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Ekinezyadan elde edilen farkli bitki kisimlarinin %350 inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Bu
hesaplamalar sonucunda en diisik DPPH radikal siipiiriicii aktiviteyi 8.09 mg/ml ile K, en
yiiksek aktiviteyi ise 1.157 mg/ml ile C2 gostermistir. Askorbik asite ait deger ise 0.0700 mg
olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 4.2).
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Yapilan varyans analizine gore, li¢ farkli hasat zamanindan elde edilen yaprak, ta¢ yaprak,
merkez koni ve kok kisimlarinin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteler arasinda gozlemlenen

farkliliklar istatistiki olarak % 0.01 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin farkli hasat donemlerinden elde

edilen bitki kisimlarmin DPPH degerlerine ait varyans analizi

VK SD KT KO Hesaplamalar F | %5 %1
Tekerriir 2 0.020 0.010 0.390 3.490 5.850
Faktor-A 10 161.828 16.183 616.266** 2.280 3.230
HATA 20 0.525 0.026

Genel 32 162.373 5.074

" Istatistiksel olarak %0.01 diizeyinde Gnemli

Echinacea purpurea L. (Moench) tiirliniin ti¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki

kistmlarinin DPPH degerlerine ait gruplandirmalar Tablo 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.4. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin DPPH degeri gruplandirma tablosu

Ornekler DPPH (mg/ml) %5 %1
AA 0.070 h g
K 8.090 a a
T1 2.550 e e
T2 7.057 b b
T3 4.097 c c
Cl 3.807 d cd
C2 1.557 g f
C3 3.597 d e
Y1 2.257 f e
Y2 2.487 ef e
Y3 2.630 e e

HKO: 0.026 AOF (%5):0.276 AOF (%1):0.379
! Ayni harfle gésterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur.

C1 ve C3 %5’lik onem diizeyinde ayn1 grupta yer almistir. Ayrica T1 ve Y3 arasindaki fark
istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur.
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Echinacea purpurea L. (Moench) tiirliniin konsantrasyon miktarlar1 pg/ml olarak hesaplanmis
ve askorbik asidin standart olarak kullamldig1 egri (R’= 0.9916) Grafik 4.1."de gosterilmistir.

Askorbik Asit

i 120,0

2 1000

)

2 80,0

= y=0,6678x-0,1
2, 60,0 R2=0,9916
= 40,0
E 20,0 rs

ae 0,0 T T T 1

0 50 100 150 200

Konsantrasyon (ng/ml)

Grafik 4.1. Askorbik asidin standart grafik egrisi

Yapilan analizler sonucunda; C2, Y1 ve T1 en yiiksek aktiviteyi sergilemislerdir.

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi
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Grafik 4.2. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini
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4.2.2. Toplam Fenolik Madde Icerigi

Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin bitki ekstraktlarinin toplam fenolik igerik degerleri
mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmustur. Yapilan varyans analizine gore, iic farkli hasat
zamanindan elde edilen yaprak, tag yaprak ve merkez koni ile kok kisimlarinin toplam fenolik
icerik degerleri arsinda kaydedilen farkliliklar istatistiki olarak % 0.01 seviyesinde 6nemli

bulunmustur (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Toplam Fenolik Madde Icerik
Degerlerinin Varyans Analiz Tablosu

VK SD KT KO Hesaplamalar | %5 %1

F
Tekerriir 2 5.784 2.892 0.503 3.550 6.010
Faktor-A 9 3243.096 360.344 62.664** 2.340 3.370
HATA 18 103.508 5.750
Genel 29 3352.388 115.600

" Istatistiksel olarak % 0.01 diizeyinde 6nemli

Echinacea purpurea L. (Moench) tiirtiniin ti¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki

kisimlarmin toplam fenolik igerik degerlerine ait gruplandirmalar ise Tablo 4.6°da verilmistir.

Tablo 4.6. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Toplam Fenolik Madde Icerikleri

Ornekler mg GAE/g ekstrakt %5 %1
K 32.406 c! c
T1 26.028 ef ef
T2 30.875 cd cd
T3 27.559 de de
Cl 59.107 A a
C2 38.358 B b
C3 21.947 F g
Y1 41.250 B b
Y2 31.470 Cd cd
Y3 23.222 F fg

HKO: 5.750 LDS (%5): 4.114 LSD (%1): 3.916

! Ayni harfle gésterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur.

Istatistiksel analizler sonucunda T2 ve Y2 ile C2 ve Y1 aymi grupta yer almistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda toplam fenolik icerik bakimindan en yiiksek deger 59.107 mg
GAE/g ile C1 doneminden, en diisiik deger ise 21.947 mg GAE/g ile C3 doneminden elde
edilmistir (Grafik 4.14.). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda bitkinin T2 ve Y2 doénemleri

arasinda bir farklilik goézlemlenmemistir.
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Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin 760 nm’de Gallik Asit Standart Egrisi’nin
absorbans degeri ( R*= 0.9989) Grafik 4.13’de verilmistir.

Gallik Asit Standart Egrisi
JE !
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Grafik 4.3. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Gallik Asit Standart Egrisi grafigi

C1 doneminde bitki en yliksek fenolik aktiviteyi, C3 doneminde ise en diisiik fenolik
aktiviteyi sergilemistir.
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Grafik 4.4. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Toplam Fenolik Madde Icerikleri
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4.2.3. Toplam Flavonoid Madde Icerigi

Echinacea purpurea L. (Moench) tiirliniin bitki ekstraktlariin toplam flavonoid igerik
degerleri mg QE/g ekstrakt olarak bulunmustur. Yapilan varyans analizine gore, li¢ farkli
hasat zamanindan elde edilen yaprak, ta¢ yaprak ve merkez koni ile kok kisimlarinin toplam
flavonoid igerik degerleri arsinda kaydedilen farkliliklar istatistiki olarak % 0.05 seviyesinde

onemli bulunmustur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Toplam Flavonoid Madde Igerik

Degerlerinin Varyans Analiz Tablosu

VK SD KT KO Hesaplamalar | %5 %1

F
Tekerriir 2 28.482 14.241 0.106 3.550 6.010
Faktor-A 9 12196816.601 | 1355201.845 | 10057.817* | 2.340 3.370
HATA 18 2425.341 134.741
Genel 29 12199270.424 | 420664.497

" Istatistiksel olarak %0.05 diizeyinde énemli

Echinacea purpurea L. (Moench) tiirtiniin ti¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlariin toplam flavonod igerik degerlerine ait gruplandirmalar ise Tablo 4.8’de

verilmistir.

Tablo 4.8. Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin Toplam Flavonoid Madde icerikleri

Ornekler Flavonoid (mg QE/g) %5
K 68.238 H
T1 112.365 G
T2 142.523 F
T3 120.619 G
¢l 305.381 D
C2 168.873 E
C3 104.428 G
Y1 1426.333 B
Y2 1807.286 A
Y3 1284.429 C

HKO: 134.741 LSD (%5): 19.913

Yapilan degerlendirmeler sonucunda toplam flavonoid igerik bakimindan en yliksek deger
1807.286 mg QE/g ile Y2 doneminde, en diisiik deger ise 68.238 mg QE/g ile K hasadi
doneminde gozlemlenmistir. Elde edilen bulgulara ait degerler Tablo 4.2.’de verildigi gibidir.

Istatistiksel analizler sonucunda T1, T3 ve C3 ayn1 grupta yer almislardir.
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Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin 417 nm’de
absorbans degerleri ( R?= 0.9994) Grafik 4.15’de verilmistir.
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Grafik 4.5. Flavonoid Madde Icerigi Kuersetin Standart Egrisi grafigi

Bitki en yiiksek flavonoid icerigi Y2 déneminde, en diisiik flavonoid igerigi K donemindedir.

Orneklerin Flavonoid Madde Degerleri
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Grafik 4.6. Echinacea purpurea L. (Moench)’in Toplam Flavonoid Madde Degerleri grafigi
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Echinacea purpurea L. (Moench) bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen bitki
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilen bu g¢aligmada
Bozok Universitesi Ziraat Fakiiltesine ait olan Gedikhasanli Arastirma ve Uygulama
Merkezinde 2012 yilinda kurulan ekinezya plantasyonu Kkullanilmistir. Antioksidan
calismalar1 2015 ve 2016 yillarinda Bozok Universitesi Ziraat Fakiiltesi laboratuvarinda

tamamlanmis olup, arastirmadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Orneklerin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesinin 1Cs inhibisyon degerini en diisiik
8.090 mg/ml ile K donemi, en yiiksek ise 1.157 mg/ml ile C2 donemi gostermistir.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ti¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarinin DPPH degerlerine ait varyans analizi sonucunda kaydedilen farkliliklar
istatistiksel olarak %0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ii¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarimin DPPH degerlerine ait gruplandirmalarda C1 ve C3 %5’lik 6nem
diizeyinde, T1 ve Y3 ise hem %5 ve hem de % 1’lik 6nem diizeyinde ayni grupta yer
almistir.

e DPPH radikal siipiiriici yontemine gore en yiiksek antioksidan aktiviteyi ikinci hasat
doneminde tag¢ yapraklar sergilemistir.

e Orneklerin toplam fenolik igerik degerleri mg GAE/g ekstrakt olarak hesaplanmis ve
en yiiksek fenolik icerik degerini 59.107 mg GAE/g ekstrakt ile C1 donemi, en diisiik
fenolik icerik degerini ise 21.947 mg GAE/g ekstrakt ile C3 donemi gostermistir.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ii¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarinin toplam fenolik igerik degerlerine ait varyans analiz tablosu sonucunda
yapilan caligmalar istatistiksel olarak 9%0.01 diizeyinde énemli bulunmustur.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ii¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarinin toplam fenolik igerik degerlerine ait gruplandirmalarda ise T2 ve Y2 ile
C2 ve Y1 aym grupta yer almistir.

e (1 doneminde bitki en yiiksek fenolik aktiviteyi, Y3 doneminde ise en diisiik fenolik
aktiviteyi gostermistir.

e Orneklerin toplam flavonoid igerik degerleri mg QE/g esktrakt olarak hesaplanmis ve

en yiiksek flavonoid igerik degeri 1807.286 mg QE/g ekstrakt ile Y2 doneminde, en



diisiik flavonoid icerik degeri ise 68.238 mg QE/g ekstrakt ile K hasadi doneminde
gbézlemlenmistir.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ii¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarinin toplam flavonoid icerik degerlerine ait varyans analiz tablosu sonucunda
yapilan caligmalar istatistiksel olarak %0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

e Echinacea purpurea L. (Moench) tiiriiniin ti¢ farkli hasat doneminden elde edilen bitki
kisimlarinin toplam flavonoid igerik degerlerine ait gruplandirmalarda ise T1, T3 ve

C3 ayn1 grupta yer almistir.

Ulkemizde yaklasik 500-900 takson tibbi ve aromatik bitki olarak kullanilmaktadir.
Ulkemizde bitki tiirlerinin antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktiviteyi hep birlikte
kapsayan caligmalar ¢ok yaygin degildir. Echinacea purpurea énemli fenolik bilesikler igerir.

Bu fenolikler bitkinin; ¢igek, yaprak. kok, govde gibi tiim kisimlarinda bulunur [11].

Ekinezya bitkisi iizerine yapilan ¢aligmalara gore en yliksek fenolik asit i¢eriginin yaprak ve
ciceklerde gozlemlendigi, tam c¢iceklenme evresinde en yiiksek noktaya (% 6.6) ulastig
belirtilmistir. Ekinezyadaki bilesenlerin yogunlugu {izerine; genotip, hasat zamani ve ¢evresel
faktorler etkili olmaktadir. Arastirmaci bunlarin yani sira ekinezya ¢iceginde kimyasal bilesik
iceriklerinin bitkinin kisimlarina gore farklilasabilecegini ve kafeik asit konsantrasyonunun en
yliksek ¢igek ve koklerde oldugunu tespit etmistir [19],[48]. Hu ve Kitts ise yaptig1 ¢calismada
sonucunda dondurularak kurutulmus E.purpurea koklerinin metanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivite sergilediklerini bildirmislerdir [50]. Yiriitmiis oldugumuz ¢alismada da
E.purpurea’nin en yiiksek fenolik igerik degeri birinci hasat doneminde tag¢ yapraklardan elde
edilmistir. Ote yandan, bitkinin farkli organlar1 farkli hasat zamanlarinda degisik antioksidan

kapasite sergilemistir.

E.purpurea’dan elde edilen etonol ekstraktlarinda toplam fenolik madde igeriginin kuru
madde tizerinden gallik asit esdegeri olarak 11.0+1.0 oldugunu ve DPPH radikal kovucu
aktivite sergiledigini ifade etmislerdir [51]. E.purpurea’dan elde ettigimiz metanollii
ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriginin kuru madde iizerinden gallik asit esdegeri
olarak 21.9+59.1 araliginda kaydedilmistir. Bu deger arastirmacilarin bildirdiginden daha
yiiksektir.
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Tzu Tai Lee ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda, DPPH radikal siipiiriicii aktivite
tayininin 0.5 mg/mL ekstraktta %85.1 ve I1Csy degerinin 0.23 mg/mL oldugu saptanmuistir.
[76]. 2015 yilinda yayinlanan bir ¢alisma sonucunda Echinacea purpurea ekstraktlarinin
toplam fenolik bilesik igerigi %10.57 GAE, 1Csodegeri ise 15.67 pg/mL olarak bulunmustur.
Echinacea purpurea ekstraktlart kuvvetli antioksidan aktivite sergilemistir [49],[77]. Bizim
yapmis oldugumuz calismada ise Orneklerin 1Csy degeri 1.157-8.090 mg/mL arasinda

kaydedilmistir.

Sonu¢ olarak, Echinacea purpurea bitkisi gii¢lii antioksidan kapasiteye sahiptir. DPPH
ozellikler agisindan kiyaslandiginda bitkinin ta¢ yapraklari en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
DPPH analizi dikkate alindiginda; tag¢ yaprak ve yaprak icin birinci hasat donemi, merkez
koni i¢in ikinci hasat donemi, fenolik bilesikler agisindan tag yaprak ve yaprak igin birinci
hasat donemi merkez koni igin ise ikinci hasat doneminin uygun oldugu gézlenmistir.
Flavonoid bilesikler bakimindan ise en yiiksek deger yaprak ikinci hasat déoneminden elde
edilmigtir. Bitkinin en yiiksek flavonoid igerige sahip organi yaprak olarak bulunmustur.
Bununla birlikte, Echinacea purpurea tiiriiniin antioksidan aktivitesi bitkinin organlarina ve
hasat zamanlarma gore farklilik gostermistir. Echinacea purpurea tiiriiniin antioksidan
aktiviteleri arasindaki farklilik; genotip, iklim, yetistirme kosullar1 gibi faktorlere bagl olarak

degisiklikler gosterdigi bir¢ok arastirici tarafindan ifade edilmistir
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