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Onsoz

Yeryuziinde dogal olarak bulunan ve insanlar tarafindan gida manasinda
kullanilan bitkiler mevcuttur. Bunun yaninda dogrudan gida olarak tiketilmeyen fakat;
insanoglunun cesitli hastaliklar iyilestirmek, rahatsizliklari gidermek i¢in kullandigi
bitkiler halk saghgi agisindan ge¢misten beri kullanilmaktadir. Pelargonium (sardunya)
toprak alti ve Ustu dokularinin ekstraktlar gesitli hastaliklar tedavi etmek icin kullanilan
aromatik ve tibbi bir bitkidir. Bu bitkinin tibbi manada kullaniimasi ge¢mis yillara
dayansa da bilimsel calismalar sayesinde kimyasal icerigi ve saglik yararlar ortaya
cikarilmistir. Arastirmalar bu bitkinin daha cok P. sidoides ve P. reniforme tirleri lizerine
yogunlasmistir. Bu bitkinin asil anavatani Afrika kitasi da olsa Ulkemizde Pelargonium
cinsine ait Pelargonium endlicherianum ve Pelargonium quercetorum turleri mevcuttur.
iklimin, toprak yapisinin ve ekolojik kosullarin bitkilerin icerdigi fitokimyasal bilesenlerin
uzerine etkisi g6z 6nune alindiginda tlkemize 6zgu olan bu iki turiin kdk ekstraktlarinin
antioksidan, antibakyeriyel 6zelliklerinin yanisira fitokimyasal icerik tayini dnemli bir
sonuc olacaktir.

Bu proje Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: FAB-2022-10940). Desteklerinden dolay ilgili

birime tesekktr ederiz.
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OZET

Pelargonium turleri toprak alti ve Ustl dokularinin ekstraktlari gesitli hastaliklari tedavi etmek igin
kullanilan aromatik bir bitkidir. Bilimsel calismalar bu bitkinin daha cok P. sidoides ve P. reniforme tirleri
tzerine yogunlasmistir. Ulkemizde Pelargonium cinsine ait Pelargonium endlicherianum ve Pelargonium
quercetorum tirlerine 6zgi calismalar da sinirli sayidadir. Bu proje Ulkemize 6zgl bu iki tirin kok
ekstraktlarinin antioksidan, antibakyeriyel 6zelliklerinin yanisira fitokimyasal icerik tayinine odaklanmistir.

Bitki kok ekstraktlari %11 etanol, %70 alkol ile Ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi
degerlendirildiginde metanol ekstraktlarinin daha iyi sonug verdigi gdzlemlenmistir. S. aureus'un her lg
tlre ait hem etanol hem de metanol ekstraktlarina en duyarl bakteri oldugu gorilmastr.

Antioksidan aktivite icin DPPH, FRAP ve ABTS yontemlerinde ¢oziicl tiriiniin énemli oldugu ve
%70 metanol ekstraksiyonunun antioksidan aktiviteyi etkileyen bilesenler i¢in daha uygun oldugu tespit
edilmistir. Ayni zamanda, spektroskopik olarak tespit edilen toplam flavonoid ve fenolik madde igeriginin
(metanol ekstrelerinde yiiksek olmasi bu sonucu desteklemistir.

Sonug olarak Avrupa’da ticari dneme haiz olan sadece P. sidoides’ten elde edilen ekstraktlarin
yaygin olarak kullanildigi disindldiginde; Glkemizde yetisen bu iki tlrGn ekstraktlarinin da

ticarilestirmesi icin daha fazla galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

1. GIRIS

Bu calismada; asil anavatani Gliney Afrika olan ve Ulkemizde 6zellikle Dogu Anadolu
Bolgesinde halk arasinda saglik agisindan faydali olduguna inanilarak kullanilan sardunya
bitkisine ait kdk materyalinin mineral madde ve fenolik bilesen profili, antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla Hakkari ilinden temin edilen Pelargonium
endlicherianum ve Pelargonium quercetorum tirlerine ait ve ticari olarak satilan P. sidoides
turlerinin koklerinin kurutularak toz haline getirilmis formlarinin metanol ve etanol ekstraktlari
kullanilmistir. ki farkh coéziicinin kullanildigi bu arastirmada ilkemize ait iki tirin tip

diinyasinda yaygin olarak kullanilan P. sidoides'e gore farkliligi da ortaya konmustur.

2.GENEL BILGILER

2.1. Pelargonium
Pelargonium cinsi Geraniaceae familyasina dahil olup yaklasik 270 farkli tire sahip ¢cok

yillik calimsi bitkilerdir ve cinsin yaklasik %80'i Gliney Afrika'da yetismektedir. Pelargonium



sidoides Guney Afrika'da geleneksel ila¢ olarak kullanilan Geraniaceae familyasinin geofit
tlrlerinden biridir. Bu bitkinin etli, parlak kirmizi yumru veya rizomlar farkli kiltirel gruplar
tarafindan yaygin olarak diyare ve dizanteride; koklerinden hazirlanan dekoksiyonlar
gastrointestinal bozukluklar, go6gis agrisi, solunum yolu enfeksiyonlari ve tuberkiloz
tedavisinde uzun yillar geleneksel olarak kullanilmistir. Bu sebeple P. sidoides kdklerinden yillar
stren klinik arastirmalar sonucu bitkinin yerel adindan gelen ve uluslararasi ismi “Umckaloabo”
olan ilac tretilmistir. ilacin Ust solunum yollar hastaliklar ve soguk alginliginda, bagisiklik
sistemini guclendirerek belirtilerin siddetini hafiflettigi ve hastaligin siresini kisalttigi
belirtilmistir. Pelargonium tirlerinin dnemi, Gliney Afrika’da geleneksel ilag olarak kullanilan P.
reniforme ve P. sidoides ile belgelenmistir. Ginlimuizde P. sidoides'in etanolik ekstresi EPs®
7630 kulak, burun ve bogaz hastaliklari ile birlikte solunum sistemi enfeksiyonlarinin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Uslu ve ark. 2009: Karatoprak ve ark. 2017).

P. endlicherianum’un Tiirkiye'de genis bir dagihm gdsterir ve Akdeniz ile iran-Turan
bdlgeleri arasinda rastlanir. P. quercetorum ise Irak’'ta genis dagihm gdsterir ve Turkiye'deki
dagilimi iran ve Irak’a yakin giineydogu késelerinde sinirlidir. P. endlicherianum; dayanikli rizom
koklt, buylk ve cekici eflatunkirmizi gicekli, uzun sapli, tiyla ve elsi yaprakhdir. Turkiye'deki
yaygin ismi solucan otudur. P. quercetorum, P. endlicherianum'a gore daha buyUk ve daha ¢ok
sayida yapraga sahiptir ve daha az tiyludur.

Geraniaceae familyasi yerytziinde 11 cins ve 750 tirle, Turkiye'de ise Biebersteina,
Geranium, Erodium ve Pelargonium olmak Uzere dort cins ve toplam 62 tir ile temsil
edilmektedir. Bu familyanin en énemli cinsi olan Pelargonium’larin Turkiye bitki 6rtlstinde iki
tart kayithdir. Pelargonium quercetorum Agnew.'de bu tirlerden biridir. Takson genel olarak
Kuzey Irak’'ta yayilis gosterirken Turkiye'de Hakkari ilinde yayilis gostermektedir. Yérede bahar
aylarinda poptler olan bu bitki Tolk ya da Tolik olarak bilinir. Yiksek rakimlari ve nemi seven
bu bitkinin ayni zamanda Kari (Arum elongatum Stev.) bitkisine benzer 6zellikleri
bulunmaktadir. Yore halki tarafindan dnem verilen bu bitkinin yorede ayni zamanda ticari bir
degeri de bulunmaktadir. Yore halki bu bitkiyi tibbi amacla kullanmanin yani sira gida amagh
olarak da kullanmaktadir (Seker Karatoprak; 2018).

2.2. Fitokimyasal yapisi, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri
Avrupa Farmakopesi'ne gore, Pelargonium koki, pirogallol olarak ifade edilen

tanenlerin en az %2'sini icermelidir. Avrupa Farmakopesinin tanimlama yontemi, metanol kok



ekstresinin ince tabaka kromatografi temeline dayanmaktadir. Fakat; teknolojinin gelisimiyle
birlikte yeni analiz yontemleriyle icerik belirlenmesi yapilmistir. Pelargonium ekstresinin HPLC
analizine dayanan bilesenleri belirlenmistir (Bladt ve Wagner, 1988). Schnitzler ve ark. (2008),
LC-MS spektroskopisi ile P. sidoides'in sulu kdk ekstraktinin bilesiklerini analiz etmistir. Baskin
olarak kumarinler, basit fenolik yapinin yani sira flavonoid ve katesin tlrevleri, Pelargonium
Ozundeki ana bilesenler olarak tanimlanmistir. Pelargonium turlerinin kék metabolitlerinin
yapisal incelemesi, fenolik asitler, flavonoidler, flavan-3-oller ile iliskili proantosiyanidinler ve
bir fitosterol dahil olmak Uzere diger cesitli bilesiklerin karakterizasyonu ile sonuglanmistir.
Gallik asit ve metil esteri disinda, bu metabolitlerin ¢odu nispeten disik verimlerde
bulunmustur. Buna karsilik, oligomerik ve polimerik proantosiyanidinler, katesin ve gallokatekin
varliklari ile, baskin genisletici birimler olarak yiksek konsantrasyonda meydana gelir (Godecke
ve digerleri, 2005; Kolodziej, 2002). P. reniforme kok ekstraktindaki metabolitlerin heterojenligi,
reniformin olarak adlandirilan benzeri gorilmemis bir diterpen esterin karakterizasyonu ile
gosterilmistir (Latte ve digerleri, 2007). Bu bitki tirlerinin kok ekstrelerinin temelde bu
maddeleri bulunduruyor olmasi bélgesel olarak temelde ayni olsa da kalitatif ve kantitatif
olarak degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir (Baraniak ve Kania-Dobrowolska, 2020; El
Aanachi ve ark. 2020).

Klinik olmayan veriler, Pelargonium 6zitunun terapotik uygulamasi icin bir kanit
saglamaktadir. Bircok Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi orta diizeyde antibakteriyel
etki, mikroorganizmalarin insan hicrelerine istilasi ve yapismasina mudahale, bagisikhk
tepkilerinin indiklenmesi (gelismis fagositoz, oksidatif patlama ve insan periferik kan
fagositlerinin hiicre ici oldurtlmesi) ve mukolitik o6zellikler (iyilestirme yoluyla) siliyer
fonksiyonu) Pelargonium &zitleri icin in vitro olarak gosterilmistir. Ginimizde dogal kaynakli
bunun gibi 6ziitlerin sahip oldugu fenolik antioksidanlara ve iceriklere olan yogun ilginin sebebi
sadece oksidatif hasarin sebep oldugu cesitli hastaliklara karsi koruyucu ve tedavi edici
ozelliklerine degildir. Ayni zamanda antibakteriyel etki ile gida guivenligini saglamada yardimci
olma ve gida urdnlerinin dmrind uzatmalar da s6z konusudur.

GUnumuzde dogal kaynakl bunun gibi 6zitlerin sahip oldugu fenolik antioksidanlara
ve igeriklere olan yogun ilginin sebebi sadece oksidatif hasarin sebep oldugu cesitli hastaliklara
karsi koruyucu ve tedavi edici 6zelliklerine degildir. Ayni zamanda antibakteriyel etki ile gida

glvenligini saglamada yardimci olma ve gida Urinlerinin &mrini uzatmalari da s6z konusudur.



Bu kapsamda antibakteriyel ve antioksidan ¢alismalardan bazilarn asagidaki gibi 6zetlenmistir:
Kayser ve Kolodziej (1997), P. sidoides ve P. reniforme'nin ekstraktlarin ve bu bitkilere 6zgu
tanimlanan bilesiklerin (scopoletin, umckalin, 5,6,7-trimetoksikumarin, 6,8-dihidroksi-5-7-
dimetoksikumarin, (+)- katesin, gallik asit) antibakteriyel aktivitesi arastirlmistir. Gram pozitif
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve beta-hemolitik Streptococcus 1451) ve
Gram negatif bakteriler (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae) dahil olmak Uzere 8 mikroorganizmaya karsi yapilan
calismada ham Pelargonium 06zlerinin, test edilen bakterilere karsi orta derecede aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Lewu et al. (2006a) tarafindan P. sidoides'in aseton ve metanol ekstreleri 10 bakteriye
(B. cereus, S. epidermidis, S. aureus, M. kristinae, S. pyogenes, E. coli, S. pooni, S. marcescens, P.
aeruginosa, K. pneumoniae) karsi antibakteriyel aktivite agisindan arastinlmistir. Staphylococcus
epidermidis disinda, her iki solventten elde edilen ekstraktlar, bu ¢alismada test edilen tim
Gram pozitif bakterilere karsi dnemli aktivite gostermistir. Lewu et al. (2006b) tarafindan P.
sidoides surgunlerinin ve koklerinin antibakteriyel aktivitesine iliskin karsilastirmal  bir
calismada, her iki kisimdan alinan ekstraktlarin MIK degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi belirtilmistir. Ayrica, farkl populasyonlardan toplanan bitki materyallerinin benzer
biyoaktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Staphylococcus epidermidus ve Micrococcus kristinae
disinda hem k&klerden hem de yapraklardan elde edilen ekstraktlar, 1 ila 7.5 mg/ml arasinda
degisen MIK ile test edilen tim Gram pozitif bakterilere karsi aktivite gdstermistir. Gram-
Negatif bakteriler ya hic inhibe edilmemis ya da cok az inhibe edilmistir. Ozetlenen bu
calismalarda kullanilan tlrler P. sidoides ve P. reniforme olmasina ragmen Tirkiye'de yetisen
Pelargonium turlerinden olan P. endlicherianum, P. quercetorum benzer bircok -etkili
antimikrobiyal molekilin 6nemli rezervuari oldugu bildirilmektedir (Karatoprak et al. 2017).

Antioksidan ozelligi bilinen ve bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik madde gruplari
baslica fenolik asitler, flavonoitler, tanenler, antosiyaninler ve karotenlerdir (Jimenez et al. 1999).
Pelargonium cinsine ait tirler ise fenolik bilesiklerce oldukca zengindir.

P. inquinans ile yapilan in vitro antioksidan aktivite deneylerinde metanol, etil asetat,
butanol, n-hekzan ve su ekstreleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikalini (DPPHe) glicli stpurici

etki gostermislerdir. in vitro ve ayni zamanda hicre ortaminda da gui¢li antioksidan etkiye



sahip etil asetat ekstresi ve bu ekstreden izole edilen 1,2,3,4,6-pentaO-galloyl-B-Dglukoz'un ise
doza bagl olarak hicreyi oksidatif olarak hasardan korudugu goézlenmistir (Piao et al. 2008).

P. betulinum ve P. crispum turlerinin ham aseton ekstreleriyle yapilmis olan DPPHe
radikali stpuricu etki tayini deneyinde, IC50 degeri 4,72 + 0,14 ug/mL olan askorbik asit pozitif
kontrol olarak kullaniimis ve ekstrelerin IC50 degerleri sirasiyla 4,13 + 0,14 ug/mL ve 4,49 +
0,18 pg/mL seklinde bulunmustur. Bu iki turde askorbik asit kadar antioksidan aktivite
gOstermistir (Lalli et al. 2008). P. graveolens L'Herit. ex Ait.'in yaprak ve ciceklerinden elde edilen
metanol ve su ekstreleri, 1,1-difenil-2- pikrilhidrazil (DPPHe ) ve 2,2'-azinobis (3-
ethilbenzotiazolin-6- silfonat) (ABTS+e ) radikallerini stpuricl etki tayininde butil hidroksi
toluen (BHT) ile kiyaslanabilir derecede aktif bulunurken ugucu yagi ise BHT' den daha aktif
bulunmustur. P. reniforme CURT. tlrinden izole edilen tanen ve flavonoitlerin referans
antioksidan madde olarak kullanilan askorbik asitten daha yiksek DPPHe radikalini stpuricu
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Latté et al. 2004). P. radula (Cav.) L'Hérit tlrinin
yapraklarinin etanol, su ekstreleri ve ucucu yagi ile yapilan radikal stpurici etki, selat
kapasitesi, indirgeme gticli ve B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleyici etki tayininde
ekstreler antioksidan olarak bulunurken ucucu yagin ise ekstrelerden daha aktif oldugu
goOzlenmistir (Petlevski et al. 2013). P. purpureum Steud. yaprak ekstreleri ile yapilan in vivo bir
calismada plazma ve bazi organlarin antioksidan kapasitesinin 6lcimu yapilmistir. Calismada
demir indirgeme ve total radikal yakalayici antioksidan parametreleri 6lgiimustir. Sonuglara
gore P. purpureum, plazma, kalp ve akciger doku homojenatlarinda antioksidan kapasiteyi
artirmistir (Koutelidakis et al. 2009).

Pelargonium sp.'ye ait kok ve dokularda bircok calisma mevcut olsa da oOzellikle
tlkemizde de var olan P. endlicherianum, P. quercetorum tiirleri icin calismalar azdir. Ulkemizde
yetisen bu tirlerin koklerinin ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve fitokimyasal

ozelliklerinin bu projeyle tespiti literattire katki saglayacaktir.

3.Materyal ve Metot

3.1. Bitki Materyalleri
Bu projede Pelargonium endlicherianum Fenzl. ve Pelargonium quercetorum Agnew (Hakkari

sardunyasi) kokleri ve P. sidoides turiinlin toz hali (%99 food grade) temin edildi.



3.2. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkisel materyallerin (Yerli iki tir) kurutulmus toprak alti kisimlari (100 g) kabaca toz edilerek
50 g toz edilmis kok kismi %11'lik etanol ve diger 50 g kismi %70’lik metanol ile ¢alkalamali su
banyosunda 37 °C'de 8'er saat slreyle ¢ defa ekstre edildi. Elde edilen ekstreler birlestirilip
vakum altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirildi. Toz halinde temin edilen P. sidoides igin
islemler aynen tekrarlandi. Tium ekstreler liyofilize edildi ve analiz anina kadar +4 °C'de saklandi
(Karatoprak et al. 2017).

3.3. LC-MS/MS icin numunelerin hazirlanmasi ve LC-MS/MS ile fitokimyasal icerik tayini
Ektraktlardan fitokimyasal icerik tayini LC-MS/MS yontemiyle yapilacaktir. Bu amacla
ekstraktlarin 20 pL'si LC-MS/MS cihazina enjekte edilecektir. LC-MS/MS analiz kosullary;
validasyonu daha 6nce yapilan ve uluslararasi Industrial Crops and Products dergisinden
yayinlanan ("Yilmaz, M. A. (2020). Simultaneous quantitative screening of 53 phytochemicals in
33 species of medicinal and aromatic plants: A detailed, robust and comprehensive LC-MS/MS
method validation. Industrial Crops and Products, 149, 112347.") literatur dikkate alindi. Agikca;
53 fitokimyasal bilesenin tespiti icin ayarlanan ikili MS cihazi baglanmis bir Nexera modeli
Shimadzu UHPLC kullanilarak yapilacaktir. Sivi kromatografisi LC-30AD ikili pompa, DGU-
20A3R degazor, KTO-10AS vp kolon firini ve SIL-30AC otomatik 6rnekleyici ile donatilmistir.
Kromatografik ayirma, C18 ters-faz analitik kolonu Inertsil ODS-4 (150 mm x 4.6 mm, 3 pm) ile
gerceklestirilecektir. Kolon sicakhgi 40-C'de sabit tutulacaktir. Eliisyon gradienti mobil faz A (su,
5mM amonyum format ve % 0.1 formik asit) ve mobil faz B (metanol, 5mM amonyum format
ve % 0.1 formik asit) ile olusturulacaktir. Gradient programi B c¢ozlclsinin asagidaki
degerlerine gore t (dk) uygulanacaktir. B %: (0.40), (20.90), (23.99), (24.40), (29.40). Cozlcu
akishizi: 0.5 mL/dk olarak uygulanip enjeksiyon hacmi 4puL olarak ayarlanacaktir. MS tespiti
Shimadzu LC-MS 8040 modeli Uglt, dort kutuplu ve hem pozitif hem negatif iyonizasyon
modlarinda ESI kaynak isletimi ile donatilmis kiitle spektrometresi kullanilarak yapildi. LC-
MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ile elde edilerek hesaplamalar
yapildi. Coklu reaksiyon takip islemi (MRM) modu analizi 6I¢mek igin kullanilacaktir. Calismada
her bir bilesik analizi icin Ucer kez uygulama yapildi. Birincisi kantitatif sonuglar icin yapildi.
ikincisi ve Uclinclsti ise teyit amach yapildi. Optimum Electrospray lonization (ESI)
parametreleri; 350°C ara ylz sicakligi, 250°C DL sicakligi, 400°C 1s1 blogu sicakhigi, 3L/dk.
Nebullizer gaz akisi ve 15 L/dk. kurutucu gaz akisi olarak belirlendi (Kéksal ve ark., 2017; Yilmaz,
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2020).

3.4. Antimikrobiyal Testler

Antimikrobiyal testler dncesinde ekstraktlar 0.20 veya 0.22 pm'lik steril filtrelerden gecirildikten
sonra steril deney tiplerine alinip kullanildi.

3.4.1. Kullanilan Bakteriler

Bu arastirmada kullanilan bakteriler [(Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 7644)]
Atatirk Universitesi Ziraat Fakdltesi Gida Miihendisligi Bélimii'nden elde edilen gida kaynakli
izolatlardir. Ekstraktlarin antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi kultirler Trypticase Soy Yeast
Extract (TSYE) besiyerinde 35-37 °C'de 24 saat aktive edildi. Bakteriyel yogunluklar 0,5
McFarland standardi kullanilarak 1 x 108 CFU mL™" 'e ayarland.

3.4.2. Disk Difiizyon yontemi

Hazirlanan bakteri stispansiyonlarindan otomatik pipetle 100 pL alinarak TSA besiyeri tizerine
dokulecek ve dnceden steril edilmis bir 6zeyle besiyerine yayilmasi saglandi. Sonraki sirecte
Whatman no:1 kagittan hazirlanan bitki ekstraktlari emdirilmis 6 mm capindaki diskler
besiyerine konumlandinldi. 37°C/18-24 saat inkibasyon sonrasi zon ¢aplari mm olarak 6l¢uldu.
3.4.3. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Ekstraktlarin antibakteriyel etkisi agar kuyucuk difiizyon yéntemi ile belirlendi. Bunun igin
kilturden 0.5 McFarland mikrooganizma sollisyonu hazirlandi ve 100 pL inokulum drigalski
spatulii ile agar ylzeyine yayildi. 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanan stispansiyon icin Muller
Hinton Agar (MHA) kullanildi. Agarda istenilen caplarda delik olusturabilmek icin agar delici
kullanildi ve her kullanimdan sonra alkol icerisine batirip ¢ikarilip ve atesle yakilip sterilize edildi.
Steril olan agar delici ile 6 mm ¢apina sahip kuyucuklar acildi. Acilan bu kuyucuklara ise 30 pL
bitki ekstreleri eklendi. Yeteri kadar kuruma gerceklestikten sonra bakteriler 37°C/18-24 saat
inkibasyona birakildi. Siire sonunda zon ¢aplar mm olarak élculdi.

3.4.4. Mikro diliisyon yontemiyle MIK belirlenmesi

Ekstraktlarin Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri sivi mikrodiliisyon yéntemi
kullanilarak CLSI M07-A10 kilavuzu dikkate alindi. 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanip olan
taze bakteri suspansiyonu Mueller-Hinton Broth (MHB) (180 pL) F tabanli 96 kuyucuklu
mikroplaklara, 20 pL olarak eklendi (Wiegand et al. 2008). Ardindan iki kat seyreltim metodu ile
hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlara sahip (6,25-100 mg/mL) bitki ekstrelerinden 180 pL
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kuyucuklara aktarildi. Mikroplaklar 37°C'de 18-24 saat inkilibasyona birakildi. Her bir
mikroplakada bir adet sterilite kontrol kuyucugu (seyreltimlerde kullanilan besiyeri, 200 uL) ve
bir adet ureme kontrol kuyucugu (sadece inokulum eklenmis besiyeri; 180uL+20puL)
bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin yogunluklari 600 nm’'de mikroplak okuyucu (Epoch,
BioTek Instruments, Inc.) ile belirlend,. Bulanikhdin artik gorilmedigi, Gremenin tamamen

inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon MiK degeri olarak belirlendi (Bilikova et al. 2015).

3.5. Antioksidan Aktivite

3.5.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Etanol ve metanol ekstraktlarinin fenolik bilesik miktari Folin-Ciocalteu reaktifi ile total olarak
belirlendi (Singleton et al. 1999). Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Bunun icin
oncelikle gallik asitten bir standart grafik hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 1000 pg ekstre alinarak bir
vezin kabina konulacak ve hacim 23 ml'ye saf suyla tamamlandi. Karisima 0,5 ml Folin-Ciocalteu
reaktifi ve 3 dakika sonra da 1,5 ml %2'lik Na2CO3 ilave edildi. Numuneler 2 saat oda
sicakhginda karistirildi. Bu stire sonunda numunelerin 760 nm’deki absorbansi, saf sudan olusan
kore karsi okundu. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit ekivalen (GAE)
miktari standart grafikten elde edilen denklem yardimiyla tespit edildi. Sonuglar gallik asit

ekivalent olarak verildi (Bursal, 2009).

3.5.2. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalleri giderme aktivitesi

DPPH- serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore yapildi (1958). Serbest radikal
olarak DPPH-In 1 mM'lik ¢ozeltisi kullanildi. Numune olarak daha 6nce hazirlanan 1 mg/ml
konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiler kullanildi. Deney tiplerine sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/pl
konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3
ml olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Daha sonra her bir numune tiptne stok DPPHs
¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarim saat oda sicakligi ve karanlikta inkibe edildikten sonra
etanoldan olusan kore karsi 517 nm'de absorbanslari 6lctldi. Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1
ml DPPH. ¢ozeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPH ¢6zeltisi miktarini yani

serbest radikal giderme aktivitesini verecektir.

3.5.3. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaglarinin yaptigi metoda goére belirlendi (1999).

12



Oncelikle 7 mM'lik ABTS ¢ozeltisi hazirlanacaktir. Bu ¢ozeltiye 2,45 nM'lik persilfat ¢ozeltisi
ilave edilerek ABTS radikalleri Uretildi. ABTS radikal cozeltisi kullaniimadan 6nce kontrol
¢ozeltisinin 734 nm’'de absorbansi 0,1 M ve pH'si 7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700£0,025 nm'ye
ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine bakilacak olan materyalin etanol, metanol
ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarina (10-30 pg/ml) 1'er ml ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
edilecek ve yarim saat inklibe edildi. Etanoldan olusan kore karsi 734 nm’'de absorbanslar

kaydedildi.

3.5.4. Toplam Flavonoid Miktari Tayini

Ekstraktlardan 1:4 oraninda saf su ile karistiriimis ve 0,15 ml NaNO2 (%5) c¢ozeltisi eklendi. 6
dakika bekletildikten sonra 0,15 ml AICI3 (%10) cozeltisi eklendi. Tekrar 6 dakikalik bir
beklemeden sonra 2 ml NaOH (%4) ¢ozeltisi eklenmis ve 5 ml ye saf su ile tamamlandi.
Homojen hale geldikten 15 dakika sonra absorbans degeri 510 nm’de 6lculdi. Standart olarak
kuersetin kullanild.

4.BULGULAR
4.1. Materyallerin mineral icerigi

Tablo 1. P. sidoides, P. endlicherianum ve P. quercetorum kdk orneklerine ait mineral icerigi
(Mg/kqg)

Ornek Na Mg K Mn Fe Cu Zn Se

P. sidoides 601.923 | 99.377 | 681.251 | 68.333 | 106.357 | 7.291 <0.000 | 360.814
610.852 | 97.102 | 690.450 | 67.210 | 105.456 | 7.310 | <0.000 | 378.452
608.702 | 101.84 | 678.212 | 67.101 | 107.252 | 7.254 | <0.000 | 358.145

" 511.035 | 86.690 | 66.990 | 53.965 | 183.209 | 0.5197 | <0.000 | 216.650
endlicherianum | 515.102 | 85.152 | 69.254 | 56.378 | 187.250 | 0.5520 | <0.000 | 212.422
509.084 | 87.223 | 63.280 | 52.210 | 185.284 | 0.5412 | <0.000 | 217.690

P. quercetorum | 516.453 | 106.616 | 44.149 | 75.875 | 210.960 | <0.000 | <0.000 | 239.935
520.652 | 105.520 | 42.120 | 75.533 | 212.052 | <0.000 | <0.000 | 240.114
614.410 | 107.256 | 43.215 | 78.420 | 214.850 | <0.000 | <0.000 | 242.520

Tablo 1'de arastirmada yer verilen 3 tire ait drneklerde 8 elementin kantitatif sonuclari
verilmistir.

8 element igerisinde mineral gesitliligi bakimindan P. sidoides ve P. endlicherianum daha zengin
gorunmektedir. Her 3 6rnekte Zn elementi tespit edilememistir (<0.000). Akkemik ve ark. (2022)
tarafindan yapilan bir calismada P. quercetorum tirinin potasyum (3.21%), kalsiyum (0.77%),
fosfor (0.23%) ve magnezyum acisindan (0.22%) zengin olduklarini bildirmislerdir. Bu projede
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turlerin mineral icerikleri kalitatif acidan degerlendirildiginde P. quercetorum haricinde diger iki
tlrtn ayni elementleri icerdikleri gorilmektedir.

4.2. Antioksidan analiz sonuclan

Tablo 2."de gorildugu Uzere 3 tir igin farkh iki (metanol ve etanol) ¢ozicu ile ekstraktlarin
toplam fenolik ve flavonoid icerigi ve Ug farkli yontemle antioksidan aktivitesi tespit edilmistir.
%11 etanol ve %70 metanol ¢ozlcu olarak kullaniimistir. Metanolik kok ekstresinin toplam
fenolik ve flavonoid madde miktari etanolik ekstreye gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

%70 Metanol kdk ekstresinin toplam fenolik ve flavonoit icerik bakimindan zengin oldugu ve
antioksidan aktivite deneylerinde de gucli etki gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan bir calismada P. sidoises standardize ekstresinden hazirlanan Umca® ekstresinin
toplam fenol icerigi 9.43+ 0.28 mgGAE/g ekstre bulunmustur. Bu icerik P. quercetorum %11
etanolik kok ekstresinin toplam fenol icerigine gore (162.90 + 6.95 mgGAE/gekstre) oldukca
dusik olup P. quercetorum'un fenolik icerik bakimindan zengin oldugunu gdstermektedir
(Cakal, 2009). Ayni arastirmacilar tarafindan yapilan calismada P. endlicherianum koklerinden
hazirlanan %70'lik metanol ekstresinin indirgeyici gictinin % 11'lik etanol ekstresinden daha
fazla oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuclar da literatiirdeki verileri
desteklemektedir.

Tablo 2. P. sidoides (PeSID), P. endlicherianum (PeEnd) ve P. quercetorum (PeQue) kdk tozu
ekstraktlarinin antioksidan sonuclari

Numune Topla Toplam DPPH DPPH DPPH ABTS ABTS ABTS FRAP
Adi m Flavonoi (I1Cs0) HM mM (1C50) HM mM (um
Fenolik | d Madde | (ug/mL | Trolox/ | Trolox/10 | (ug/mL | Trolox/ | Trolox/10 | Trolox/g
Madde (mg ) g O0g ) g 0g )
(mg QE/g)
GAE/g)
PeQue- 34,200 14,038 223,55 46,66 4,67 47,67 114,213 11,421 169,21
Etanol 34,808 14,478 222,95 46,92 4,69 47,53 114,213 11,421 177,91
34,656 14,588 228,96 46,18 4,62 46,33 116,227 11,623 150,98
PeQue- 50,688 22,291 147,88 16,47 1,65 29,03 18,503 1,850 265,23
Metanol 50,726 22,584 140,58 16,31 1,63 30,13 17,512 1,751 265,23
49,852 21,117 142,27 16,26 1,63 28,70 18,860 1,886 247,28
PeSid- 8,936 2,080 880,42 3,09 0,31 130,41 4,200 0,420 51,96
Etanol 8,252 1,933 765,98 3,61 0,36 156,89 3,440 0,344 47,06
8,328 1,970 900,00 3,04 0,30 119,14 4,680 0,468 52,77
PeSid- 13,191 3,180 319,79 8,56 0,86 83,90 6,602 0,660 83,51
Metanol 13,685 3,327 302,48 9,00 0,90 87,80 6,338 0,634 91,68
13,533 3,180 293,48 8,79 0,88 87,41 6,292 0,629 78,62
PeEnd- 8,670 1,933 791,16 3,53 0,35 140,20 3,936 0,394 52,50
Etanol 8,024 1,823 817,76 3,20 0,32 151,49 3,642 0,364 52,23
8,708 2,043 786,60 3,51 0,35 143,61 3,859 0,386 44,34
PeEnd- 13,191 2,960 325,74 8,47 0,85 101,71 5,424 0,542 78,89
Metanol 12,621 2,813 312,45 8,75 0,88 96,35 5,734 0,573 71,00
13,153 3,107 302,21 9,05 0,90 89,26 6,245 0,625 74,54
BHA - - 7,028 - - 2,052 - - -
BHT - - 6,915 - - 2,058 - - -
Trolox - - 7,098 - - 2,183 - - -
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4.3. Antimikrobiyal analiz sonuclari
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Ulkemiz zengin bir bitki értiistine sahiptir ve Pelargonium tirlerinden P. endlicherianum
ve P. quercetorum iilkemizde yetismektedir. Ulkemizde dogal olarak yetisen P. endlicherianum
bitkisi ile ilgili litarattirde ¢ok az ¢alismaya rastlanmistir. O nedenle bu projede P. sidoides ile
benzer biyolojik aktiviteye sahip olabilecegi duslnllerek Turkiye' de yetisen P.
endlicherianum’un kok ekstresinin antimikrobiyal etkinligi arastiriimistir.

Son zamanlarda tuketiciler gida gtivenligi konusunda giderek daha fazla bilinglenmeye
baslamistir. Gida endUstrisinde bakterileri ve diger zararli mikroorganizmalara karsi kullanilan
sentetik koruyucularin roli gida bozulmalarini dnlemek ve raf émrind arttirmaktir. Fakat bu
sentetik koruyucularin insanlarda olumsuz izlenimler biraktigi bilinmektedir. Bu nedenle gida
endustrilerinde dogal koruyucu olarak kullanilacak dogal antimikrobiyallerin arastiriimasina
blylk caba sarf edilmektedir (Gyawali ve Ibrahim, 2014). Ayrica; hem gida glvenligi hem de
insan sagligi icin kullanilan birgok antibiyotige karsi mikroorganizmalar yogun sekilde direng
kazanmislardir. Bircok calismada Pelargonium tirlerinin esansiyel yaglari, farkli ¢ozlculerle elde
edilen ekstraktlari cesitli bakteri ve funguslarin kontrol altina alinmasi veya yok edilmesi icin
kullanilmistir. Bu ¢alismalarda MIK degerinin <100 mg/ml oldugu durumda gucli, 100-500
mg/ml arasinda oldugu degerlerde orta, 500-1000 mg/ml seviyesinde ise zayif antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu kapsamda projeden elde edilen verilerde hem etanol hem
de metanol ekstraktlarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes’e
karsi gucli antibakyeriyel etki gosterdigi sdylenebilir (Tablo 3).

Tablo 3. Farkli ¢cozuciler ile hazirlanan ekstraktlarin MIK (mg/ml) ve zon (cap, mm) degerleri

Mikroorganizmalar %11 Etanol %70 Metanol
PeQue PeSid PeEnd PeQue PeSid PeEnd
MIK Zon MIK Zon MIK Zon MIK Zon MIK Zon MIK | Zon
Escherichia coli 75 5 75 5 75 6 50 5,5 50 53 50 5.6
Staphylococcus aureus 25 7 25 6 25 6,5 125 | 75 125 |7 125 | 8
Salmonella Typhimurium 100 | 4 100 | 4 100 | 4 100 5 100 5 100 | 5
Listeria monocytogenes 75 3 75 3 75 32 50 32 50 32 50 34

Tablo 3'e bakildiginda hazirlanan ekstraktlarin farkli konstantrasyonlarda inhibe edici etki
gosterdigi gorulmektedir. Her (g tirden elde edilen ekstraktlara karsi en duyarli bakterinin
Staphylococcus aureus oldugu gorilmustir.

Bitkilerden sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu igin en iyi ekstraksiyon ¢ozlcisu alkol olarak
kabul edilmektedir. Alkoller icerisinde ise metanol ve su karisimlarinin bitkiye ait 6zgu biyoaktif
bilesenleri daha iyi ekstrakte ettigi icin tercih edildigi bilinmektedir. Bu projede standart
ekstraksiyon metodu olarak kabul edilen %70’lik metanol yontemi kullanilmistir. Bununla
birlikte %11'lik etanolin tibbi literatirde P. sidoides'in ekstraktsiyonu icin kullanildig
bilindiginden dolayi calismamiza bu yontem de ilave edilmistir. Bitkilerden elde edilen 6zutler
icerisinde en fazla antimikrobiyal etkiyi fenolik bilesikler gostermektedir. Antioksidan
sonuglarimiz géz onune alindiginda metanol ekstraktlarinin hem toplam fenolik hem de
flavonoit miktari agisindan daha iyi sonu¢ verdigi gorilmektedir. iki sonug birlikte
disunildigunde antimikrobiyal etkinin bu sebeple metanol ekstraktlarinda daha fazla oldugu
disunulebilir.

Bakyeriyel kaynakli hastaliklarda P. sidoides ve P. reniforme’'nin kok ekstrelerinin tedavi edici
olarak kullaniimasi, bu ekstrelerin antimikrobiyal, antioksidan ve immunmodilator gibi gesitli
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biyolojik etkilere sahip olmasi nedeniyledir. Bu agidan degerlendirildiginde tlkemizde yetisen
iki tirden elde edilen kok ekstraktlarinin da tibbi manada kullanimi yaygin olan P. sidoides ve
P. reniforme gibi kullanima alternatif olabilecegi sonucuna varilabilir.

Lewu ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir arastirmada P. sidoides’ in koklerinin metanol ve
aseton ekstrelerinin Gram pozitif (Bacillus cereus, S. epidermidis, S. aureus, Micrococcus kristinae,
S. pyogenes), Gram negatif (E. coli, Salmonella pooni, Serratia marcescens, P. aeruginosa, K.
pneumoniae) ve funguslar (Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium oxysporium, Mucor hiemalis,
Penicillium notatum) Uzerine antimikrobiyal aktivitesi agar diliisyon teknigi ile arastirilmistir.
Butln ekstreler ile Gram pozitif bakterilere karsi inhibitor aktivite saptanmis ve MIK degerleri
1-5 mg/ml olarak tespit edilmistir.

P. reniforme'nin kdk ve yaprak ekstreleri S. epidermidis, B. cereus, S. aureus, P. aeroginosa ve K.
pneumonia gibi alkol suistimali sonrasi karacigere yuksek derecede endotoksin salarak
harabiyet olusturan bakterilere karsi etkili bulunmustur ve bu durum Afrika'da geleneksel
kullanimina da aciklik getirmektedir (Adewusi ve Afolayan, 2009).

4.4 Fitokimyasal icerik sonuglar

70'lik metanol ve %11'lik etanol ekstrelerinde tanimlanan aposinin (1-(4-Hidroksi-3-
metoksifenil) ethanon) ana madde olarak tespit edilmistir. Ayrica ekstrelerde benzoik asit
tirevlerinden; gallik asit, 3,5-dihidroksi benzoik asit ve vanilik asit, hidroksisinnamik asit
tUrevlerinden; ferulik asit ve kafeik asit, flavonoit tirevlerinden kersetin, tanen tiirevlerinden ise
1,2,3,4,6-pentagalloil glukozun varligi tespit edilmistir. LC-MS/MS sonugclarinin alinmasinda her
uc ture ait kok ekstrelerinin mikslerinin icerigine bakilmistir (Tablo 4).

%11 Alkol %70 Alkol
Gallik asit 0,532 1,072
3,5 dihidroksi benzoik asit 3,010 3,250
Kafeik asit 1,420 1,520
Homovanilik asit 0,324 0,356
Vanilik asit 0,120 0,136
Aposinin 2,560 2,860
1,2,3,4,6-Pentagalloil glukoz | 0,540 0,556
Ferulik asit 0,086 0,900
Kersetin 0,664 0,755

Literatlirde P. sidoides ve P. reniforme’nin cesitli fenolik ve polifenolik bilesikler tasidig,
koklerinin ise  6,7,8-trihidroksikumarin  ve 8-hidroksi-5,6,7- trimetoksikumarin icerdigi
belirtilmistir. Yapisal olarak kumarinle iliskilendirilen umkalin ana bilesik olarak tespit edilmistir.
Skopoletin, 7-hidroksi-5,6- dimetoksikumarin ve 7-hidroksi-5,6-dimetoksikumarinin 7-metil
eter ve 7-glukozit tirevi, P. reniforme de dahil olmak Uzere P. betulinum, P. capitatum, P.
cucullatum, P. hirtum, P. luridum, P. moreanum, P. myrrifolium, P. radula, P. salmoneum, P.
sidaefolium, P. triste ve P. zonale tirlerinde tanimlanmistir. P. inquinans tlrinde aktif bilesik
1,2,3,4,6-penta-O-galloil-B-D-glukoz olarak belirlenmistir (Adewusi ve Afolayan, 2009;
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Bu projede LC/MS-MS sonuglarinin yorumlanmasi icin kullanilan standartlara ait kalibrasyon
egrileri EK-1 olarak Kaynaklar kismindan sonra verilmistir.
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EK-1: LC-MS/MS Kalibrasyon egrileri

Target Compound Quinic Acid

Quinic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

Responses

w e
w o A~ oo
TR R T R

- N
- a N -
Lo

0.5+

\ I \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Concentration (ng/ml)

Cal Type Level Enabled Response Exp Conc RF
Calibration 1 2] 319 100,0000 3,1868
Calibration 734 250,0000 2,9362
Calibration 1461 500,0000 2,9219
Calibration 2087 750,0000 2,7820
Calibration 2762 1000,0000 2,7621
Calibration 3976 1500,0000 2,6509
Calibration 5283 2000,0000 2,6414

N o u s wN
NN NN

Target Compound Fumaric Acid

Fumaric Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Calibration 4 o} 1305 750,0000 1,7394
Calibration 5 o} 1737 1000,0000 1,7374
Calibration 6 o} 2568 1500,0000 1,7121
Calibration 7 o} 3355 2000,0000 1,6773
Target Compound Gallic Acid
Gallic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Calibration 1 M 3019 100,0000 30,1880
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Calibration 6 o4} 44421 1500,0000 29,6142
Calibration 7 M 58155 2000,0000 29,0777
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Chlorogenic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Catechin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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4-OH-Benzoic Acid - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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Vanillic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Vitexin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Ellagic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Hesperidin
x10 4
2.2
2
1.8
1.6
1.4
1.2
1,
0.8
0.6+
0.4
0.2+
0,
-0.24

Responses

-7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
y =11.326052 * x + 308.005268

R”2 =0.99940681

Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

\ I I I \
0 200 400 600 800 1000

\
1200

\
1400

\
1600

T T
1800 2000
Concentration (ng/ml)

p-Coumaric Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 %7
14

0.9+
0.8+
0.7
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+

Responses

y =50.281391 *x + 1892.537028
R”"2 =0.99914975
Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

T T T T T
0 200 400 600 800 1000

T
1200

T
1400

T
1600

1 1
1800 2000
Concentration (ng/ml)

30




Sinapic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Ferulic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Rosmarinic Acid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Myricetin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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R"2 =0.99910699
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

44

Responses

3.5+

34

2.5+

T T T T T I T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Concentration (ng/ml)

Resveratrol - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x104 | y=5.004518 * x - 7.405889

- R*2 =0.99952040

0.9 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Responses

0.84
0.74
0.6+
0.5+
0.4+
0.34
0.2+
0.14

0,

T T T T 1 1 T ! 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Concentration (ng/ml)

34




Luteolin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Apigenin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Isorhamnetin - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Chrysin - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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