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OZET

BAZ| GEOFIT EKSTRAKTLARININ FARKLI BIiYOLOJIK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
CiGDEM AYDIN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF.DR. RAMAZAN MAMMADOV)

DENIZLIi, ARALIK - 2016

Bu c¢alismada Allium reuterianum Boiss., Cyclamen coum Miller,
Hyacinthella lineata (Steudel) Chouar, Ornithogalum umbellatum L. ve
Sternbergia clusiana Ker-Gawl. geofit tiirlerinin toprak alti ve toprak distii
kisimlarinin  antioksidan, antibakteriyel, sitotoksik, insektisit, antihelmint
aktiviteleri ile fenolik bilesen kompozisyonlari arastirilmistir. Etanol, metanol ve
aseton c¢oziiciileriyle gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda en yiiksek
ekstraksiyon verimleri metanol ekstraksiyonlarinda goézlenmistir. Etanollii,
metanollii ve asetonlu ekstraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerini belirlemek
icin DPPH, FRAP, ABTS, pB-karoten-linoleik asit yontemleri kullanilmustir.
Ekstraktlar icerisinde en yiiksek toplam antioksidan aktiviteye sahip S. clusiana
toprak alti metanol ekstrakti (%85.91) olmustur. Ayrica toplam fenolik ve
flavonoid madde miktarlar1 belirlenmistir. Bulunan toplam fenolik ve flavonoid
miktarlar ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ile uyumlu bulunmustur. Bitkilerin
fenolik bilesenleri HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Metanol ekstraktlarinin
antibakteriyal etkisi ise iki farkli bakteri ile mikrodiliisyon metoduyla MIC
degerleri belirlenmistir. A. reuterianum tiirii her iki bakteri tiirtine kars1 daha etkili
olmustur. Metanol ekstraktlarin sitotoksik etkisi, Brine shrimp (Artemia salina)
genel toksisite testi ile belirlenmis ve letal konsantrasyon (LCsp) degeri toksik
olarak bulunmustur. Insektisit aktivite icin Culex pipiens (sivrisinek) ve Musca
domestica (ev sinegi) larvalart tizerindeki toksik etki arastirilmistir.
Uygulamalarda her bir ekstrakt i¢in konsantrasyon arttik¢a sivrisinekler igin
yasama yiizdesinin azaldigi belirlenmistir. Antihelmint aktivite testi parazit
nematodlar ile {i¢ farkli dozda yapilmistir ve Oliim siireleri kaydedilmistir. En
etkili ekstrakt en kisa zamanda (20 dk) 6liim veren S.clusiana toprak alt1 ekstrakti
olmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Geofit, antioksidan kapasite, antibakteriyal, sitotoksisite,
insektisit, antihelmint, HPLC



ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIiFFERENT BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
GEOPHYTE EXTRACTS
PH.D THESIS
CiGDEM AYDIN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF.DR. RAMAZAN MAMMADOV)
DENIiZLi, DECEMBER 2016

In this study antioxidant, antibacterial, cytotoxic, insecticidal and antihelmintic
activities with phenolic component composition, of the underground and aboveground
parts of Allium reuterianum Boiss., Cyclamen coum Miller, Hyacinthella lineata
(Steudel) Chouar, Ornithogalum umbellatum L. ve Sternbergia clusiana Ker-gawl.
were investigated. As a result of extractions carried out with ethanol, methanol and
acetone solvent, the best extraction yield was observed in methanol extraction. DPPH,
FRAP, ABTS, B-carotene-linoleic acid methods were used to determine antioxidant
activity of extraction with ethanol, methanol and acetone. The highest total antioxidant
activity among extracts were found S. clusiana underground methanol extract
(85.91%). Total phenolic and flavonoid contents of each extract were also determined.
Total phenolic and flavonoid amounts were found to be consistent with the antioxidant
activities of the extracts. Phenolic compounds compositions of plants were determined
by HPLC method. Antibacterial activity of methanol extracts is detected MIC values
by microdilution method against two bacteria. A. reuterianum species are more
effective against two bacterial strains. Cytotoxic effects of the extracts were
determined by means of brine shrimp (Artemia salina) overall toxicity test, and lethal
concentiration (LCsp) value was found to be toxic. The toxic effect was investigated on
Culex pipiens (mosquito) and Musca domestica (housefly) larvaes for insecticidal
activity. On the treatments it was found out that, when the concentration for all of the
insecticides increased the survival percentage decreased for mosquito. Antihelmintic
activity test was performed with parasitic nematodes in three different doses and death
times of parasitic nematodes were recorded. The most effective extract was S.clusiana
underground which gave death the shortest time (20 min).

KEYWORDS: Geophyte, antioxidant capacity, antibacterial, cytotoxic, insecticidal,
antihelmintic, HPLC
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1. GIRIS

Tiirkiye, cografi konumu, jeolojik ve jeomorfolojik yapisi, farkli topografik
yapilara ve toprak gruplarina sahip olusu, degisik iklim tiplerinin etkisi altinda
kalmasi ve ti¢ farkli fitocografik bolgenin birlestigi yerde olmasi yoniinden zengin
bir flora ve ¢ok farkli vejetasyon tiplerine sahiptir. Biyolojik zenginliklerimiz
igerisinde yer alan bitki gruplarindan her biri ayr1 bir giizellikte ¢igege sahip olan
tirlerin yer aldigi yumrulu ve soganli bitkiler (geofitler) grubudur. Geofit bitkiler,
govdesi toprak altinda olusan ve degisime ugrayarak besin depo etme Ozelligi
kazanmig, soganli, tuberli ve rizomlu bitkilere verilen genel isimdir. Tirkiye
florasinda, 73 cinse bagli 816 geofit tiirii dogal olarak yetigmektedir (Sargin ve dig.
2013).

Ulkemizin bitki floras1 yoniinden bdyle bir potansiyele sahip olmasi ve
Ozellikle de endemik tiirlerin ve geofitlerin ¢oklugu alternatif tibba yonelik
calismalar1 tesvik etmektedir (Vaziri 2009, Tmmaz ve dig. 2002). TUBIVES
kayitlarina gore, Tiirkiye‘de halen 11 familyada 73 cinse ait 816 geofit taksonu tespit
edilmistir. Bu bitkiler genel olarak Giineybati Ege, Karadeniz Bolgesi, Akdeniz
Bolgesi ve Toroslarda yayilis gostermektedir (Sekeroglu ve dig. 2012). Geofit
bitkiler genel olarak Liliaceae, Amaryllidaceae, Ranunculaceae, Iridaceae,
Primulaceae, Araceae, Geraniaceae ve Orchidaceae familyalarinda yer almakta ve
bliylik cogunlugu, ekonomik ve tibbi 6nemi olan tiirler igermektedir (Baskose ve dig.
2012, Baytop 1999). Geofitlerin en 6nemli ozelliklerinden biri sogan, yumru ve
rizomlarmin igerdikleri etken maddeler sayesinde tedavi maksatli kullanilmasidir.

Geofitlerle tedavi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir (Demirhan 2001).

1.1  Botanik Bilgiler

1.1.1 Allium reuterianum Boiss. Bitkisinin Ozellikleri

Allium cinsi Amaryllidaceae (sin. Alliaceae) familyasinin genis bir cinsidir ve
yaklagik 750 dogal tiirii kuzey yarim kiirede yayilmistir. Cogu Akdenizde

bulunan110 tiiriinden fazlas1 Avrupa kitasinda bulunmasina ragmen, bir¢ok tiirliniin



Asya ve Kuzey Amerika’da kendi yayilis alanlari vardir. Cinsin yeryiiziinde 600
kadar, yurdumuzda ise 196 taksonu vardir. Yurdumuzda yetisen tiirlerin 65’1 (%40)
endemiktir. Tirkiye’de yetisen Allium tiirlerinin tamami 13 seksiyon altinda
toplanmis iken endemik tiirlerin bulundugu seksiyon adedi 8’dir (Koyuncu 1994).
Son yayinlanan Allium ertugrulii (Demirelma ve Uysal 2008) ile Tiirkiye’deki
toplam Allium tiirii sayis1 169’a ulasmistir (Baktir ve Karagiizel 2004). Allium
reuterianum Boiss. tiirii genel ozellikleri sunlardir; ¢cok yillik, soganli, tipik sogan
veya sarimsak kokulu, skapus tasiyan otsu bitkilerdir. Soganlar kabukludur.
Yapraklar tabanda veya skapus {izerinde; tabanda sarici, filiform, g¢ogunlukla
borumsudur. Cigekler tepede bir umbella durumunda, agmadan Once bir brakte
(spata) icindedir. Spata tam iki veya daha cok parcali, diisiici veya kalicidir.
Stamenler 6, serbest veya tabanda bir halka seklinde birlesik, periant segmentlerinin
tabaninda baglar ve bazen tabanlarina baglidir. Filamentler ¢ogunlukla basit, bazen
icteki ucu trikuspitat; anterler elipsoid-oblong, dorsifiks, i¢ce doniiktiir. Ovaryum {i¢
gozIi, her goz iki veya ¢ok oviilll; stilus 1, filiform, ginobazik; stigma tam,
punktiform veya kapitat, nadiren kisa, 3 lobludur. Meyva lokulusit kapsiila, her
gozde 1-2 (nadiren ¢ok) tohumlu; tohumlar siyah, basik, li¢ koseli, nadiren
yuvarlaktir. Icerdikleri kiikiirtlii, ucucu bilesiklerden ileri gelen 6zel sogan ve
sarimsak kokular1 en karakteristik 6zellikleridir. Cogu tiirlerin keskin sogan veya

sarimsak kokusu vardir (Davis 1984).

Kingtom Plantae
Subkingtom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Liliopsida
Subclass Liliidae
Order Asparagales
Family Amaryllidaceae
Genus Allium L.
Species Allium reuterianum

Sekil 1.1: Allium reuterianum tiirii ve sistematigi
1.1.2 Cyclamen coum Miller Bitkisinin Ozellikleri

Primulaceae familyasinda bulunan Cyclamen cinsinin iilkemizde dogal halde

bir kismi ilkbaharda bir kismi1 ise sonbaharda ¢igek acar. Bu cinsteki bitkiler yumrulu



cok yillik otsu bitkilerdir. Cigekleri tek ve one dogru egilir sekildedir. Cicek saplart
uzundur ve genellikle spiral seklinde kivrilarak olgunlasir. Kaliks tam, 5 lobludur.
Stamenler 5 adet olup korolla’nin tabanindadir. Flamentler ¢ok kisa, anterler ¢ok
genistir ve koni olusturarak birbirine yaklasmaktadir. Tohumlar yumusak, 1slak ve

genellikle tek tektir (Davis 1984).

Kingtom Plantae
Subkingtom Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Order Primulales
Family Primulaceae
Genus Cyclamen
Species Cyclamen coum

Sekil 1.2: Cyclamen coum tiirii ve sistematigi

1.1.3 Hyacinthella lineata (Steudel) Chouard Bitkisinin Ozellikleri

Calisma materyalini olusturan Hyacinthella Schur cinsi Asparagaceae
familyasinda i¢inde yer alir. Hyacinthella diinyada 17 tiirle, tilkemizde 12 taksonla
temsil edilir. Bu tiirlerden dokuz tanesi iilkemiz i¢in endemiktir (Atayeter 2007).
Hyacinthella lineata tiirii de endemik tiirlerden biridir. Cok yillik otsu endemik bir
bitkidir. Bitki ¢ok yillik, 10-18 cm boyundadir. Sogan yumurtamsi, oval, tizerinde 1-
2 tabakal1 kirli beyaz ve zarimsi yapida tunika bulunur. Kokler agik kahverenklidir.
Yapraklar 3 adet, damarlar1 belirgin, kenarlar1 hafifce igeri kivrik, skapay1 distan
kusatan 2 yaprak lanseolattir. Skapa 8-15 cm boyunda, taban kismi beyaz, iistlere
cikildikca mavimsi-yesil tonlarda ve tliysiizdiir. Cigcek durumu rasem, 10-26 ¢igekli,
brakte ¢ok kiigiik, zarimsidir. Perigon mavi-eflatun renkli, ¢an seklinde, 6 tepalli ve
lobludur. Ovaryum st durumludur. Genel olarak yayilist Kumlu-tinli gevsek
topraklar, egimli acik alanlar; cam, mese ve ardi¢ topluluklar1 arasindaki taslik

yerlerdir.



Kingtom Plantae
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Order Aspargales
Family Asparagaceae
Genus Hyacinthella
Species Hyacinthella lineata

Sekil 1.3: Hyacinthella lineata tiirii ve sistematigi

1.1.4 Ornithogalum umbellatum L. Bitkisinin Ozellikleri

Asparagaceae familyasinda yer alan Ornithogalum cinsi soganli ¢ok yillik
otsulardir. Soganlar beyaz, yuvarlaktir. Yapraklar kaidede, linear. Cicekler beyaz,
korimboz ve uzamis bir eksen iizerinde rasemus durumundadir. Periant pargalari
serbest veya kaidede birlesik, stamenler 6 tane, meyva lokulusit kapsula seklindedir.
Avrupa, Afrika ve Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gosterir ve 100’den fazla tiirii vardir.
Ulkemizde 26 kadar tiirii bulunur. O. umbellatum L. en genis yayilist olan tiirdiir.
Ornithogalum cinsi kardiyak glikozitleri i¢ermektedir. O. umbellatum’ un
rizomlarindan en az yedi adet cardenolid’in oldugu tespit edilmistir. Zehirlilik etkisi
bitkinin igerdigi bu glikozitlerden kaynaklanmaktadir (Frohne and Pfander 2005).

Yumrular Dioscorides doneminden beri kusturucu ve ¢iban agici olarak
taninmugtir. Taze veya pismis yumru ¢iban {izerine sarilir ve ¢ibanin olgunlasip

actlmasi saglanir. Anadolu’da 30 kadar Ornithogalum tiirii bulunmaktadir,


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hyacinthaceae&action=edit&redlink=1

Kingtom Plantae
Subkingtom Tracheobionta
&/ > ) Division Magnoliophyta
! 7 Class Magnoliopsida
. , Order Aspargales
- - / Family Asparagaceae
X Genus Ornithogalum
Species Ornithogalum umbellatum

Sekil 1.4: Ornithogalum umbellatum tiirii ve sistematigi

1.1.5 Sternbergia clusiana (Ker Gawl.) Ker Gawl. Spreng ex. Bitkisinin
Ozellikleri

Amaryllidaceae familyasinda yer alan, Sternbergia Waldst. & Kit. tiirleri
Dogu Akdeniz’den Kafkasya’ya kadar yayilis gosteren 8 tiir ile temsil edilmektedir
(Kaya 2011). Sogan kahverengi zar ve siyahimsi tuniklerle ¢evrilidir. Yapraklar
linear ya da dar lanseolat, yapraklar ¢iceklerle birlikte ya da onlardan sonradir, hepsi
tabanda bulunur. Cigekler tek, genellikle sar1, autumnal ya da vemal, bir yere bagiml
degil ya da kisa pedisellidir. Ovaryum subterranean ya da havai, kapsiil silindirik,
elipsoid ya da hemen hemen tiiylii, tohumlar genis ¢cok sayida, koyu kahverengi ya da
siyahims1 ara sira taze strofillidir. Sternbergia tiirleri iizerinde yiiriitiilen izolasyon
calismalarinda basta alkaloitler olmak iizere lektinler, fenolik asitler, ¢esitli pigment
maddeleri ve ugucu bilesenler elde edilmistir. (Tanker 1996, Abdalla 1993,
Saito1997, Nikolova 2005, Calabrase 1972, Kiikciioglu 2010).



Kingtom Plantae
Subkingtom Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Order Aspargales
Family Amaryllidaceae
Genus Sternbergia
Species Sternbergia clusiana

Sekil 1.5: Sternbergia clusiana tiirii ve sistematigi

1.2  Biyoaktif Fenolik Bilesikler

Bitkiler iizerinde yapilan arastirmalarda bitkilerin ekosistemle olan
iliskisinde, savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma, biyolojik aktiviteleri ve
nesillerini devam ettirme gibi 6nemli olaylarda gesitli avantajlar saglayan sekonder
metabolit olarak tanmimlanan oldukca karmasik mekanizmalarin {irlinleri olan
kimyasal maddeler igerdikleri saptanmistir (Bourgaud ve dig. 2001). Bitkiler
tarafindan sentezlenen bu molekiiller; karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra ikincil metabolizma {iriinleri olup, mikroorganizmalara karsi
insektisit ve herbisit olarak serbest radikallere kars1 koruyucu rol oynarlar. Sekonder
metabolitler bitkilerin ¢evreyle adaptasyonunu saglamak, koruma, taginma {ireme
gibi faaliyetlerden sorumlu olan organik molekiillerdir. Bunlar "fitokimyasallar"
olarak da adlandirlirlar. Fitokimyasallar, 6zellikle sebze ve meyvelerdeki fenolikleri,
flavonoidleri ve karotenoidleri kapsarlar.

Bitkilerde bulunan yaygin sekonder metabolitler ise fitosteroller, terpenler,
terpenoidler, alkaloidler, fenolikler ve flavonoidlerdir. Giinlimiizde bir¢ok sektorde
hammadde olarak kullanilan sekonder metabolitler bitkinin temel yasamsal
islevleriyle dogrudan iligkisi olmamasina karsilik en az primer metabolitler kadar

onemlidir.
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Sekil 1.6: Sekonder metabolitler sentez yollar1

Cok biiyiik yapisal cesitlilige sahip olan sekonder metabolitler, bitkide
sekonder metabolizma yollarinin ara {riinlerinden, 6zel yollarla iiretilmektedirler.
Sekonder metabolitler iizerinde yapilan aragtirmalarda bu bilesiklerin bitkiler
tarafindan ¢ok az miktarlarda iiretildigide belirlenmistir. Buna karsilik dogal gida ve
ilag ham maddeleri (farmasdétikler, gida katki maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku
vericiler, yapistiricilar, insektisitler, pestisitler vb.) bulmak {lizere bu metabolitler
lizerinde yapilan arastirmalar giin gectikge artmakta ve bunun sonucunda da
ekonomik olarak 6nem kazanmaktadirlar (Baser 1990, Baytop 1999, Ahiskalioglu
2007). Bitkilerden izole edilen ve biyolojik aktivitesi belirlenmis en énemli molekiil
gruplari;polisakkaritler, flavonoidler, terpenoidler, alkaloidler, fenoller, amino asitler
ve saponinlerdir (Shanker ve Solanki 2000, Zahran ve dig. 2005).

Biyolojik olarak aktif olan fitokimyasallarin biiylik ¢ogunlugu gida olarak
kullanilan ¢esitli bitkilerden izole edilmis ve tanimlanmistir (Lampe 1999, Karaday1
2010). Bitkisel gidalar yoniinden zengin olan diyetler, yapilarinda bulunan pozitif
etkiye sahip fitokimyasallar ve cesitli bitkisel maddeler ile bireylerin saglik
durumlarinin korunmasina yardimei olur. Bu baglamda genis 6l¢iide meyve, sebze ve

baharatlar1 kapsayan dogal besinlere; kanser de dahil olmak {izere bir¢ok hastaliga



kars1 olan koruyucu etkilerinden dolayr hem halk hem de bilimsel ¢evre tarafindan
biiyiik ilgi gosterilmektedir (Shukla ve Singh 2007, Karaday1 2010).
Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt bagli bir hidroksil grubu
(-OH) igeren ve bu hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli, zayif
asidik, aromatik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan
viicudundaki cesitli nedenlerle olusmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine
sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlama ve otooksidasyonu dnleme
konusunda fenolik bilesikler oldukga etkilidirler. Diger bir deyisle bunlar, cesitli
reaktif oksijen tiirlerini (serbest oksijen peroksinitrit ve hidrojen peroksiti)
hiicrelerden uzaklastirarak metabolizmayi zinde tutarlar (URL-1 2006).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilabilir.
Bunlar ¢cok dnemli antioksidanlar olup, bitkisel gidalarin tiiketilmesiyle sagliga olan
pozitif etkileri artirilabilinir. Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur
ve antioksidan karaktere sahiptir. Baglica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik
asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit,
kafeik asit ve kumarik asit gibi hidroksi sinnamik asitleri igerir. Flavonoidler insanlar
tarafindan sentezlenemeyen bitki fitokimyasallaridir. Flavanoidler, 6zellikle meyve
ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin (renk maddelerinin) C6-C3-
C6 catisina sahip olanlarina verilen addir.

Bitkilerde tedavi edici 6zelligi veren sekonder maddeler kimyasal yapilarina
gore siiflandirilabilirler. Bunlar;

Glikozitler: Enzim veya seyreltik asit etkisiyle seker olmayan bir kisim ile bir veya
birden fazla glikoz molekiiliine ayrilabilen bilesiklerdir.
Organik Asitler: Bitkilerde karbohidratlarin oksidasyonu ile meydana gelen organik
bilesiklerdir.
Tanenler: Ozellikle kabuklu bitkilerde bulunan fenol yapili suda ¢oziinebilen
maddelerdir.
Alkoloidler: Yapilarinda azot bulunan bazik yapili, katt ve genellikle renksiz
maddelerdir.
Sabit Yaglar: Gliserin ile yag asitlerinin estrelesmesiyle meydana gelen
bilesiklerdir.
Ucucu Yaglar: Genellikle s1vi olan terpen yapili bilesiklerdir.
Recineli Bilesikler: Suda c¢oziinmeyen ama organik ¢oziiciilerde c¢oziinebilen
kompleks yapili bilesikleridir (Baytop 1999).

8



Tablol.1: Gidalardaki baslica fenolik madde gruplari

1.Fenolik Asitler
Grup Adi Baslicalar: Grup Ad 2.Flavanoidler
1.2. Hidroksibenzoik | Salisilik asit 2.2. Katesinler (+) Katesin
asitler (C6-C1) m-hidroksibenzoik asit (-) Epikatesin
p- hidroksibenzoik asit (+) Gallokatesin
o-prokatesuik asit )
B-rezorsilik asit Epigallokatesin
Gentisik asit 2.3.Léykoantosiyanidinl
Vanilik asit er Loykosiyanidin
[zovanilik asit Loykodelfinidin
Sirinjik asit
1.3.Hidroksisinamik | Klorojenik asit 2.4.Flavonoller Kamferol
asit tiirevleri Neoklorojenik asit Kuersetin
Kritoklorojenik asit Mirisetin
Izoklorojenik asit [zoramnetin
p-kumaroilquinik asit 2.5.Flavonlar Apigenin
Kaftarik asit Luteolin
Kutarik asit 2.6.Flavanonlar Narincenin
Hesperitin
Eriyodiktol
Izosakuranetin
2.7.Prosiyanidinler Prosiyandin
dimer
Prosiyandin
2.8.Dihidrokalkonlar oligomer
Prosiyandin
2.9.Auronlar dimer
Floridzin
Floretin

1.3 Serbest Radikaller ve Etkileri

Oksijen, yasam i¢in vazgeg¢ilmez bir molekiil olmasina ragmen ayni zamanda
viicut i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden olmaktadir. Reaktif oksijen

tiirleri metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baglatir ve bunlar canh
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icin ayn1 zamanda bir tehdit unsuru haline gelmektedir. Serbest radikallerin olusumu
organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya c¢ikmaktadir. Eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar gordiigii reaksiyonlar dizisini baglatir.

Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan
tiriinii olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile
olugmaktadir. (Gokpinar 2006). Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron igeren atom veya molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller en dis elektron
kabugundan bir elektron kaybetmis olduklarindan bu elektron agigini kapatabilmek
icin bagka atomlarin elektronlarii paylasma egilimindedirler. Serbest radikaller
oldukca reaktif molekiillerdir. Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta
ciddi hasarlara neden olabilirler. En temel etkileri, lipid peroksidasyonu, proteinler
arasinda disiilfit bagi olusumu ve DNA hasaridir (URL-3 2007).

__-"'-- = T -
"'\-\.‘_K\
e, ot
Enlunum b \\
Protein g Enzm]len < ?-;::'1'2\1 o,
ha*:an ’ ‘-3: % :j.{"-lwvw Mitokondri
e W hasan
DMA \
MNMembran I| '|
hasan '. I
HaD
N Na* ""“w.,\ Hiicre sismesi
DNA ~o Cai =
hasan e Ge';irgen]ig:in
. i azalmas:
j X L
v Bolca Ca = 'nin
icerive akist
Lipid peroksidasvonu

Sekil 1.7: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Burnaz 2007)

Serbest radikal olusturan kaynaklar radyasyon, viriisler, UV i1smnlar, X-
1s1nlar1, ozon kozmik 1smlar, hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma
sonundaki iirlinleri, sigara dumani, otomobil egzoz gazlari, sanayi atiklari,
enfeksiyonlar, stres, hiicre metabolizmasinin toksik iriinleri, bazi tahrip edici

kimyasallar, hasere kontrol ilaglari ve birgok baska etkenlerdir (Ahiskalioglu 2007).
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Serbest radikal saldirisinin devami, hiicre zarinin yapisinda bulunan lipitlerin
parg¢alanmasina, bitki zarinin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep
olur. Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokulara da zarar verir.
Serbest radikal saldirist ve hiicre zarinin tahribatt "Oksidatif Zarar" olarak
adlandirilir. Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek cok hastaligin
olusabildigi diisiiniilmektedir. Viicudumuz serbest radikalleri taniyan ve etkisiz hale
getiren bir sisteme sahiptir. Bu sistem, ‘antioksidan savunma sistemi’ olarak bilinir

(Burnaz 2007).

1.4 Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederek oksidasyonunu engelleyen,
yavaglatan, durduran bilesiklerdir.  Antioksidanlar, peroksidasyon  zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid
oksidasyonunu inhibe ederler (Halliwell 1992). Antioksidan savunma mekanizmalari
oldukea cesitli olup bunlardan bazilarini so6yle 6zetlemek miimkiindiir:

1. Temizleme etkisi: Mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi bir enzim tarafindan
oksidan molekiilleri zayif bir molekiile ¢evirme seklinde etki gosterirler.

2. Baskilama etkisi: Flavonoidler, a-tokoferol, askorbik asit, metiyonin, iirik asit, -
karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getirme seklinde etki gosterirler.

3. Onarma etkisi: Niikleik asitler gibi SOR ile yikilmig biyomolekiilleri onarirlar.
DNA onarim enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz bu gruba dahil edilir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleme
seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir
(Memisogullar1 2005).

Antioksidanlar1 Oncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar
(ilaglar) seklinde siniflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen

ve eksojen antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir (Sekil 1.7).
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ANTIOKSIDANLAR
N
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
o o BHT, BHA,
Troloks,
Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD Endojen Eksojen
Katalaz Glutatyon E-vitamini
Glutatyon peroksidaz Seruloplazmin B-karoten
Glutatyon S transferazlar  Bilirubin Askorbik asit
Glutatyon rediiktaz Ferritin Flavonoidler
Sitokrom oksidaz Transferrin
Laktoferrin
Urik asit
Albumin
Miyoglobin
Sistein
Metiyonin

Sekil 1.8: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda dogal bir sekilde meydana
gelmektedir. Dogal antioksidanlar; karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler,
ve glutatyondur. Bitkisel kaynakli antioksidanlar singlet ve triplet oksijen siipiiriicii,
serbest radikal giderici, peroksit pargalayici, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak
fonksiyon goriirler (Larson 1988). Sebze ve meyveler de bir¢ok antioksidan igerirler
(Cao ve dig. 1996). Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz
meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol
miktarda bulunmaktadir (Pratt ve Hudson 1990). En 6nemli dogal antioksidanlar
arasinda askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen sayilabilir (Hasimi

2012).

1.5  Antioksidan Aktivite ve Miktar Tayin Yontemleri

Oksidatif stres kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle
etkileserek cesitli hastaliklara yol actigindan ozellikle risk grubundaki bireylerin
aldig1 gidalarda, bu serbest radikalleri gideren organizma tarafindan sentezlenen ya

da disariddan besinlerle alinan, antioksidanlarin toplamsal tayini Onemlidir.
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Antioksidan aktivite tayin metodlari, kimyasal reaksiyonlarina gore iki gruba
ayrilirlar:

Birincisi; hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan metodlar ve ikincisi; bir
tek elektron transferine (ET) dayanan metodlardir. Bu temellere dayanan metodlarin
hedefi; koruyucu antioksidan kapasitesi yerine, oksidan giderici kapasiteyi 6lgmektir.

Tablo 1.2 de bu metodlar 6zetlenmistir.

Tablo 1.2: In vitro kosullarda uygulanan antioksidan aktivite tayin metodlari

HAT-temelli metodlar Oksijen radikalini absorblama kapasitesi
(ORACQC)
ROO'+ AH — ROOH + A Linoleik asit oksidasyonunun inibisyonu

ROO+ILH —» ROOH+ L (TRAP)

LDL oksidasyonunun ihbibisyonu (TRAP)
Crocin agartma metodu
ET-temelli metodlar Trolox esdegeri antioksidan kapasite

n , .y | (TEAC ABTS)

M"+e- (AH’den) — AH + M Fe (III) iyonu indirgeme giicii (FRAP)
DPPH radikali giderme aktivitesi

FCR ile toplam fenolik bilesik tayini
Bakar(I) Indirgeyici Antioksidan Kapasite
(CUPRAC)

Tiyobarbitiirik asit ile oksidasyon
iiriinlerinin tayini (TBARS)
Diger metotlar Peroksit degeri (POV)

Ransimat metodu

Cesitli serbest radikalleri yakalama
metodlari

Maddelerin bu amagla kullanilabilirligini belirlemek i¢in birgok antioksidan
tayin yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlar1 burada

Ozetlenecektir.

15.1 B _Karoten Renk Acilim Yontemi

Bu yontemde onceden oksijen ile doyurulmus suya linoleik asit ve S-karoten
koyulur. Linoleik asitten olusan radikaller ((OH, .OR, .OOR, vs.), 490 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren f-karoteni parcalayarak renginin agilmasina

neden olurlar. Antioksidanlar, olusan radikalleri sondiirerek f-karotenin renginin
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acilmasini Onlerler (Miller 1971, Huang ve dig. 2005). Yiiksek absorbans diisiik
antioksidan aktiviteyi, diisilk absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir.
Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid peroksit iiriinii olusamaz ve
konsantrasyonu, dolayisiyla absorbansi diisiik c¢ikar (Burnaz 2007). Bu yontem
hidrofilik, hidrofobik ve emiilsiyonlarin oksidasyonunu 6lgmek i¢in kullanilir (Miller

1971).

1.5.2 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bu yontem, antioksidanlarin serbest radikali giderme kabiliyetlerini
belirleyen hizli, pratik ve giivenirliligi yliksek olan bir yontemdir. DPPH (1,1-
difenil-2— pikrilhidrazil) kararli yapida bir azot radikalidir. DPPH’in etanoldeki
¢ozeltisi mor renklidir ve 517 nm dalga boyunda absorbansi ol¢iilir. DPPH
cozeltisine antioksidanlarin ilave edilmesiyle s6z konusu dalga boyundaki
absorbansta diisiis meydana gelir ve ¢Ozeltinin rengi sartya dogru kayar. Farkli
numune konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH<’in absorbansindaki degisim
Olciilerek, absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik c¢izilmekte;
grafikteki y=ax+b denkleminde DPPHskonsantrasyonunu yariya diisiiren numune
miktart pg/mL cinsinden belirlenmekte ve 1Csq degeri olarak ifade edilmektedir. Bu
yontemin Onemli bir dezavantaji, biiyiikk antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu
yontemde, antioksidan molekiiliin yapisi ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu
yontem, radikal temizleme aktivite tayinlerinde kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle
siklikla kullanilmaktadir. DPPH ve antioksidan madde arasindaki reaksiyon Sekil

1.9.’de gosterilmistir (Blois 1958).

CHs CHs
HaC——CHs HaC——CHs
e CHB CHg, i{ \..
02N OzN
1:C Hal t
N@ 4L —NO, @ £ —NO|
O,N Anti-oxidant. DN
HyC e HsC I.|
CHs CHy \
CHs CHs
i o HsS s
< DPPH radical > * < Beduced DPPH >

Sekil 1.9: DPPH molekiiliiniin antioksidan madde ile reaksiyonu (Blois 1958)
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1.5.3 ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi)

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS
yontemi, ilk olarak Miller ve dig. tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde 2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) K,S,05, MnO,, H,0, gibi gii¢glii
yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS+e olusturulur. Bu radikal 2 giin
karanlikta oda sicakliginda kararlidir. 660, 734 ve 820 nm dalga boylarinda
maksimum absorbans veren radikal, konjuge ¢ifte baglh antioksidanlarin aktivitesini
Olcmede yararhidir. Antioksidan ile tepkimeye sokuldugunda, ABTS+<’nin
absorbansindaki diisme antioksidanin aktif oldugunu gosterir. Gelistirilen bu
yontemin en biiyilk avantaji hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlerde

kullanilabilmesidir (Re ve dig. 1999).

"

[ o8 s s. soy| +
] = =
<1

: Et E

Sekil 1.10: ABTS.+ radikal katyonunun yapisi

1.5.4 CUPRAC Yéntemi (Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan
Kapasitesi

Bu yontemde 2,9-dimetil-1,10—fenantrolin (Neokuproin) ve Cu (II) ayni
ortama koyulur. Antioksidanin Cu (II)’yi indirgemesi sonucu olusan Cu (I)’in
Neokuproin ile yaptigr kompleks 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir
(Apak ve dig. 2004). Bu yontemde absorbansi yiiksek ¢ikan maddeler antioksidan
aktivite gosterirler. Bu yontem hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlere

uygulanabilir, kolaydir ve pratiktir.
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1.5.5 FRAP (Demir (IIT) iyonu Indirgeme Giicii) Yontemi

FRAP yontemi, demir (III)’tn indirgenmesi yoluyla antioksidanlarin
aktivitelerinin belirlenmesine dayanir. Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan
yonteme gore indirgeme kuvveti Oziitin dolayli olarak toplam indirgeme
potansiyelini gostermekte olup Fe+3 — Fe+2 indirgenmesi ile meydana gelen renk
degisimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir. Giincel olarak kullanilan FRAP
yonteminde 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(Ill) tuzu kullanilmaktadir. Diistik
pH’larda Fe (III), tripiridiltriazin (TPTZ) ile reaksiyona girerek [Fe(III)-TPTZ]
kompleksini olusturur. Fe (III)’tin antioksidan tarafindan indirgenmesiyle [Fe(II)-
TPTZ] kompleksi meydana gelir, 593 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren
bu kompleksin rengi koyu mavidir (Benzie ve Strain 1996). Basit ve ucuz bir yontem
olan FRAP metodu renkli bir bilesik olusturmak {izere antioksidanlarin

indirgeyebilme yetenegini 6lgmektedir.

M~ =N
|||}

flr'v@ @; ~ A

"“—-‘

Fe''-TPTZ + indirgen anticksidan —— 3 Fe’’-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 1.11: Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu

1.5.6 Ferrisiyaniir Indirgeme Giicii Yontemi

Fosfat tamponuyla hazirlanmis pH’1 6.6 olan K3[Fe(CN)6], antioksidan
madde ile birlikte inkiibasyona tutulduktan sonra asitlendirilir. Trikloroasetik asit ile
diisiik pH saglandiktan sonra Fe (III) ile muamele edilir. Olusan Prusya mavisi
rengindeki Fe4[Fe(CN)6]3 kompleksinin 700 nm dalga boyunda absorbansi okunur.
Bu yontemde absorbansi yliksek ¢ikan maddelerin antioksidan aktivitesi de yiiksektir

(Oyaizu 1986).

16



1.5.7 Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Bu yontem Singleton ve dig. tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik
igerigini olgmek i¢in gelistirilmistir. Yontemde kullanilan CuSOg4 (bakir(Il) stilfat)
alkali ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfo-
molibdikfosfotungstik reaktif) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein
veya antioksidanla Cu(Il)’nin reaksiyonundan agiga c¢ikan Cu(l) olasilikla
molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye
doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de Ornek absorbanslar1 OSlgiiliir. Bu
yontem, suda ve diger organik coziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. (Slinkard ve
Singleton 1977). Adi bunu yansitmamasina ragmen, bu yontem aslinda numunenin

indirgeme kapasitesini 6lger.

1.5.8 Toplam Flavonoid Madde Tayini Yontemi

Bitkilerde bulunan flavonoidler bitki sekonder metaboliti olan ve antioksidan
kapasiteye katkida bulunan en 6nemli bilesiklerdendir (Matkowski 2006). Flavonoid
tayini bitkisel ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerigini ortaya koymaktadir.
Kullanilan bu y6tem, flavonoid aliiminyum olusumuna dayanmaktadir ve 415nm’ de
UV- visible spektrofotometrede maksimum absorbansa sahiptir. Flavonoid igerik g

basina mg rutine esdeger (RE) olarak ifade edilir (Arkan 2011).

1.6 Bitkilerden Aktif Bilesenlerin izolasyonu

Bitki bilesiklerinin ayristirilmas1 ve saflastirilmasi i¢in tek basina ya da
birlikte kullanilan genellikle dort farkli kromatografi teknigi bulunmaktadir.
Kromatografi biri sabit digeri hareketli olmak iizere iki farkli faz arasinda
karisimdaki maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ayrilmasi
teknigidir. Segilecek teknikler, c¢ogunlukla ¢ozliinme Ozellikleri ve ayrigsan

bilesenlerin uguculuguna baglh olarak degismektedir. Bu teknikler:
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- Kagit kromatografisi (PC); karbohidrat, amino asit, niikleik asit, organik asit ve
fenolik bilesikler gibi suda ¢oOziinebilen bitki bilesenlerinin belirlenmesinde
kullanilir.
- Ince Kkolon kromatografisi (TLC); yagda c¢oziinebilir lipitler, steroidler,
karotenoidler ve basit kinon ve klorofil gibi bitki bilesenlerinin ayrismasinda
kullanilir.
- Gaz-s1vi kromatografisi (GLC); yag asitleri, mono ve seskuterpenler, hidrokarbon
ve sllfiir bilesikleri gibi ucuculugu yiiksek bitki igeriklerinin ayrismasi ve
izolasyonunda kullanilmaktadir.
- Yiiksek basinch sivi kromatografisi (HPLC); ucuculugu az olan bilesikler i¢in
kullanilmaktadir. Bu yontemle amino asitlerin, proteinlerin, nukleik asitlerin,
hidrokarbonlarin, yag asitlerin, karbonhidratlarin, fenollerin, pestisitlerin ve
antibiotiklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Burada tasiyici sivi, sisteme
yaklagik 400 atm basingta verilir. Bazen kolon 6ncesinde bir 6n kolon bulunabilir.
HPLC’ de analitik kolondan ¢ikan numuneler detektdrde tutulur ve tayin edilerek
kaydedilir. Olgiim araligmin hassasiyetine ve tespit edilecek bilesigin tiiriine gore
uygun tastyict solvent, kolon ve detektor tasarimi yapilmalidir. Kullanilan ¢oziiciiler
su, hekzan veya methanol olabilir (Konang 2013).

Kromatografi yontemlerinin yaninda bitki bilesenlerinin ayristirilmasi ve
saflagtirlmasinda “kapiler elektroforezis” de kullanilan yontemlerden bir tanesidir

(Harborne, 1998).

Basing Siger

| Y sek l @ Cozucu
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Siva faz, yan gegigi

I pompasi l Numune
/:K Numune
Cozucu >
haznesi Kromatografi 5

kolonu
A B, C. D
ayrniinmusg
turler

Yazicr
Detekior

Sekil 1.12: HPLC cihazinin sematik goriiniimii (Konang 2013)
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1.7  Antimikrobiyal Ajanlar

Genel olarak bakteri ve mantar tiirlerini 6ldiiren veya tiremelerini onleyen
bilesiklere antimikrobiyal maddeler adi verilir. Mikroorganizmalar1 oldiiriicii
maddelere mikrobisit etkili maddeler ve mikroorganizmalarin iiremesini durdurucu
etki gosterirler maddelere ise mikrobiyostatik etki ad1 verilir. Antibiyotiklerle benzer
Ozelliklere sahip olan, timiyle sentetik (kimyasal yolla sentez edilen) olan
maddelere de kemoterapotik maddeler denir. Bakteriler prokaryot canlilar, memeli
hiicreleri ise Okaryotik canlilardir. Prokaryot hiicrede var olan, ancak Okaryot
hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin;
penisilinler, sefalosporinler, siilfonamidler) yiiksek derecede segici toksisiteye
sahiptirler (Ahiskalioglu 2007).

Mikroorganizmalarin sebep olduklari ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in insanlar
genellikle antimikrobiyal etkili ilaglar kullanmaktadir. Ancak bu ilaglara karsi
mikroorganizmalarin diren¢ kazanmast bu ilaglarin kullanimini kisitlamaktadir.
Gegen ylizy1l igerisinde mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gosterdigi direng
mekanizmalarindan dolayr antimikrobiyal etkili bitkisel triinlerin 6nemi artmistir
(Martin-Bettolo 1980). Bitki oziitleri ve ugucu yaglar antimikrobiyal bilesiklerin
dogal kaynagini olusturmaktadir (Tepe ve dig. 2005). Ucgucu yaglar ve
antimikrobiyal etkili sekonder metabolitler, yiyeceklerde olusan
mikroorganizmalarin gelisimini Onleyebilmektedirler. Dolayisiyla yiyeceklerin raf
omrii uzamaktadir (Burt 2004). Fitokimyasallar icerisinde onemli antimikrobiyal
aktivite gosteren gruplar; alkaloidler, flavonoidler, tanenler, kumarinler, terpenler ve
fenilpropenlerdir.

Antimikrobiyal bir maddede olmasi1 gereken en Onemli o6zellik secici
toksisitedir. Kemoterapide = kullanilan ~ antimikrobiyal = madde  diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olup ¢ok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya
cikabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok
mikroorganizmalar secilmelidir. Bakteriler prokaryot, memeli hiicreler okaryottur.
Antibakteriyel maddeler bakteriler lizerine bes farkli yoldan etki eder:

1. Hiicre duvari sentezinin inhibe edenler (Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler,
glikopeptid antibiyotikler)
2. Sitoplazma zarinin fonksiyon ve yapisinin bozulmasina neden olanlar

(Polimiksinler)
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3. Protein sentezinin inhibisyonuna neden olanlar (Amino glikozidler, tetrasiklinler,
kloramfenikol, makrolid antibiyotikler)

4. Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarinin bozulmasi (Kinonlar, rifamisin,
nitrofurantoin)

5. Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasina neden
olanlar (Siilfonamidler) (Burnaz 2007).

Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilign temelde iki farkli yontem ile

belirlenebilir.

1.7.1 Diliisyon Yontemi

Antibiyotiklerin sivi veya kati (agarda diliisyon) besiyerlerinde bir seri
halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarlilifi belirlenecek
bakterinin belirli sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave
edilmesidir. Deney serileri uygun sicaklikta (35-37°C’de) ve bakterinin iiremesi i¢in
uygun siire (16-20 saat) bekletildikten sonra sonuglar ile bakterinin {iremesini

durduran en az antibiyotik miktar1 belirlenir (Ahiskalioglu 2007).

1.7.2 Difiizyon Yontemi

Yontemin esast belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kati besiyerine
difiize olmast yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli
konsantrasyonlarda emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu
yontem disk-diflizyon yontemi olarak adlandirilir. Diliisyon yonteminden farki
antimikrobiyal maddelerin bir tek konsantrasyonunun etkinligi denenir. Disk-
difiizyon yOntemine benzeyen, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi yontem) kantitatif yontem

olarak kullanilir (Ahiskalioglu 2007).

1.8 Brine-shrimp (Artemia salina L.) Lethalite (BSL) Testi

Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin biyolojik aktiviteleri ile bitki

bilesiklerini taramak icin gelistirilmis basit biyo-testler, bitki ekstraktlar1 i¢in bir
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klavuz olarak kullanilabilmektedir. Biyo-testlerin pratik kullaniminda segilecek olan
canli modelin yasam dongiisiiniin herhangi bir asamasinin olasi kontaminantlara
kars1 dayanikli olmasi, kolay elde edilebilir olmasi ve kolay kiiltiire edilebilmesi
gerekmektedir (Wells 1999).

Bilinen biitiin kimyasallarin yan etkileri, aslinda toksik etkileridir.
Kimyasallar belirli bir dozdan sonra oldiiriicii etki gosterebilirler. Kimyasal
maddelerin insan ve hayvanlarda olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak
gelisir. Baz1 aragtirmacilar akut toksisiteyi, tek ya da birkag dozun 48 saat iginde
deney hayvanlarinda veya kaza sonucu insanlarda olusturdugu etki olarak
tanimlamaktadirlar. Akut toksisite saptanmasinda bagvurulan deneylerin amaci
biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek ve doz-yanit
iliskisinde karakteristik veriler elde etmektir. Toksikolojide akut toksisite deneyleri;
ilag, kozmetik, bitkisel ekstreler, hijyenik maddeler ve ¢esitli amagclarla kullanilan
diger kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek i¢in yapilmaktadir. Bir
maddenin ne kadar toksik oldugunu yani toksisite derecesini ifade etmek icin, akut
toksisite letalite birimi olan LDsp (Letal Doz) ifadesi kullanilir (Sharififar ve dig.
2009). Bu veriler, yeni droglarin klinige uygulanmasindaki olabilirlik derecesini
ortaya koymaktadir.

Bitkisel ilaglarin olasi advers (yan) etkilerinin hizli sonug¢ veren bir belirteci
olarak Brine Shrimp (Artemia salina) Lethalite (BSLA) testi, uygun bir test
yontemidir. Brine shrimp (Artemia salina), kiiltiiriiniin kolay yapilabilmesi, kisa
jenerasyon zamani, kozmopolit yayillim ve ticari olarak dormant yumurtalarinin elde
edilebilmesi nedeniyle kisa siireli toksisite testi i¢in bir test organizmasi olarak
popularitesini arttirmistir (Persoone ve dig. 1989). Artemia salina Crustacea alt
subesi, Branchiopoda sinifi, Anostraca takimina bagli primitif kabuklular arasinda
yer alan, dogada tropik ve i1liman bolgelerde 500’iin iizerinde dogal ve yapay tuz
gbliinde yasayan bir kabuklu tiridir (Sekil 1.13). Artemia salina larvalari,
giinlimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan orneklerin sitotoksisitelerinin tayininde,
oldukca genis bir sekilde kullanilmaktadir ve toksik maddelerin in-vivo olarak
Artemia salina larvalarina olan oldiiriici etkisi, hizli ve basit bir yontem olarak
“Brine-Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina olanak saglamaktadir (Choudhary
ve Thomsen 2001).
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Sekil 1.13: Artemia salina

1.9  insektisit Aktivite

Vektor kokenli hastaliklar her yil diinyada milyonlarca insan1 etkilemekte ve
vektor organizmalar ve zararli organizmalar ile miicadelede en biiyiik pay1 sentetik
insektisitler almaktadir. Ancak sentetik insektisitlerin ¢evre ve hedef dist
organizmalar iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle, ¢evreye uyumlu alternatif
miicadele yontemlerinin gelistirilmesi zorunluluk halini almistir. Degisik biyolojik
aktiviteye sahip olan bitkilerden, ge¢cmiste dogal insektisit olarak da yararlanilmistir
(Sener ve dig. 1998). Ornegin Romanyalilar Veratrum album ve Veratrum nigrum
bitkilerini fareler tizerinde tibbi olarak kullanmalarinin yaninda insektisit olarak da
kullanmistir. Romanyalilar ilk zamanlarindan 20. ylizyila kadar tiitiin, piretrum ve
helleboru insektisit olarak kullanmistir (Jacobson 1983). Bitkiler kendilerini
predatorleri ve parazitleri olan zararli organizmalara karsi savunmak icin bazi
maddeler sentezlerler. Cogu ikincil metabolizma {iriinii olan bu maddeler, bitkilerde
zararlinin  tlirline  Ozellesmis olabildigi gibi, bircok farkli organizmayr da
etkileyebilmektedir. Bu nedenle ikincil metabolitleri kullanarak 6zel bir zararliyla
miicadelede, o tlire 6zgii bir savunma gelistirme olasilig1 mevcuttur. Bu bilesiklerden
bazilar1 alkaloidler, glikozitler, fenoller, terpenoidler, taninler ve saponinlerdir.
Bitkisel kokenli maddelerin zararlilarla miicadelede ¢evrede yarattiklari olumsuzluk,
sentetik olarak tretilen insektisitlere gore oldukca az, ancak etkinlikleri sentetik
insektisitler kadar fazladir. Dogal insektisitler iizerine yapilan bilimsel ¢alismalara
olan ilgi iilkemizde de her gegen giin artmaktadir. Bu baglamda iilkemizde yayilis
gosteren bir¢ok bitki tlirlinden elde edilen ekstre ve sekonder metabolitlerin degisik

bocek tiirlerine karsi insektisidal etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Cetin ve dig.
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2006). Bitkisel ekstrakt ve ugucu yaglar gelecekte bocek oldiiriicii olarak kullanilan
kimyasallarin yogun olarak kullanimin1 azaltacak ve alternatif bir miicadele yontemi
olacaktir. Boylece bitkisel bocek oldiiriiciiler dogada ¢abuk bozunmaya ugrayacak,
klasik bocek oldiirticiilerin neden oldugu dogadaki kalinti miktarinin azalmasina,
secici dogal bocek oOldiiriiclilerinin artmasina ve daha iyi bir ¢evrenin gelismesine
neden olacaktir (Regnault 1997). Tablo 1.3° de dogal insektisit maddeler ve bunlarin

bitkisel kaynaklar1 gosterilmistir (Singh and Saratchandra 2005).

Tablo 1.3: Farkli tiirlerden elde edilen bitkisel insektisitler ve bitki kaynaklar

Madde ismi Kimyasal Grup Bitki Kaynagi
Azadirachtin Alkaloit Azadirachta indica
Nicotine Alkaloit Nicotiana tabacum, N. Rustica
Anabasine Alkaloit Anabasis aphylla
Piperine Alkaloit Piper nigrum
Veratine Alkaloit Schoenocaulon officinale,
Veratrum album, Veratrum viride
Ryanodine Alkaloit Ryania speciosa
Wilfordine Alkaloit Tripteryglum wilfordii
Quiassin, Diterpen Quassia amara, Lactones excelsa
Neoguassin
Picrasmin Diterpen Quassia amara, Lactones excelsa
Sesamin Lignan Sesamum indicum
Rotenone (ellipton) Rotenoid Deguella elliptica
Pyrethrin | Piretrin Chrysanthemum cinerari
Pyrethrin 11 Piretrin C. roseum, C. carreum

Sivrisinekler, bulasici hastaliklara aracilik eden canlilar arasinda biyolojik
potansiyelleri en yiiksek olanlardir. Diinyanin her yerinde yaygin olarak bulunan
sivrisinekler sitma infeksiyonuna vektdrliik yapmaktadirlar. Insanla birlikte
sicakkanli ve sogukkanli bircok hayvan grubundan kan emmelerinin yani sira, diinya
tizerinde kutuplar hari¢ her anakarada hemen hemen tiim zoocografik bolgelerde
bulunmalari, hizli tiremeleri, ¢ok sayida verimli yumurta olusturabilme yetenekleri,
aktif ucucu olmalari ve larval evrelerinin ¢ok genis bir habitat hoggoriisii olmasi gibi
nedenlerden dolayi, bocekler icerisinde 38 cins altinda 3357 tiir ve alttiir ile temsil
edilirler. Bugiine kadar Tiirkiye’de 50 sivrisinek tiirlinlin tanimlanarak varlig
bildirilmistir. Bu tiirler, Anopheles (10 tiir), Aedes (3 tiir), Ochlerotatus (15 tiir),
Culex (13 tiir), Culiseta (6 tiir), Coquillettidia (1 tiir), Orthopodomyia (1 tiir)

cinslerinde yer almaktadir (Ramsdale ve dig. 2001).
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1.10 Antihelmint Aktivite

Helmintler (solucanlar) hiicreleri, dokular ve organlar yapmak {izere
Ozellesmis bilateral simetrili kaslar1 ¢izgisiz eklemli eklentileri bulunmayan
hayvanlardir. Annelida, Nematoda, Nematomorfa, Acanthocephala, Plathelminthes
gibi subelere ayrilirlar. Helmintler farkli sinir sistemi ve organlari ile kompleks ¢ok
hiicreli organizmalardir. Insanlar igin patojen olan parazitik helmintler yuvarlak
(nematodlar) ve yass1 kurtlar olarak siniflandirilir. Yassi kurtlar ayrica yapragimsilar
(trematodlar) ve seritler (sestodlar) olmak iizere iki tipe ayrilir (Korkmaz 2006).
Solucanlar insan ve hayvanlarin viicudunda parazit olarak yasarlar ve bunlarla ilgili
hastaliklara neden olurlar. Sindirim sisteminde bulunan parazitlerin kontrol edilmesi
icin  genellikle antihelmintik  ilaglar  kullanilmaktadir ~ (Jackson  1993).
Antihelmintikler solunum yollari, karaciger, goz, kalp, sindirim kanali gibi yerlerde
bulunan i¢ parazitlere etki eden ilaclardir. Bu nedenle dig parazitlere etki eden
ilaglardan farklidir. Parazit nematodlarla savas yontemleri i¢inde kimyasal savagin
uygulamada 6nemli bir yeri olmasina ragmen, kullanilan sentetik nematisitlerin
yiiksek toksisiteleri sebebiyle ¢evre, dogal yasam ve insan sagligina olumsuz etkileri
oldugu belirlenmistir (Stirling 1991). Entomolojik arastirmalar kapsaminda ytiksek
Oldiiriici ya da beslenmeyi engelleyici etkide bulunan bazi bitkisel kokenli
maddelerin, nematisit etkilerinin de bulundugu belirlenerek alternatif yontemler
olarak 6n plana ¢ikmustir.

Dogada yetisen birgok bitki, igerdigi zengin biyoaktif fitokimyasallar
sebebiyle, sentetik nematisitlere alternatif potansiyel olarak diisiiniilmektedir (Tan
2011). Bitkiler alemi pestisit olarak kullanilabilecek biyokimyasal yapidaki bir¢cok
maddeyi kapsayan zengin bir depo gibidir. Bitkilerdeki biyokimyasal olaylardan
sonra sentezlenen sekonder metabolitler, bitki-zararli iliskilerinde ©onemli rol
oynarlar. Shanker ve Solanki (2000) sekonder metabolitlerden en 6nemlilerinin
alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler, taninler, saponinler oldugunu
belirtmistir. Nematisit etki gosteren temel yaglarin major kimyasal bilesikleri thymol,
carvacrol, pulegone, limonene, anethole, geranial ve artemisia ketone olarak
bilinmektedir (Oka ve dig. 2000).
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1.11 Calismanin Amaci ve Onemi

Giliniimiizde kullanilan ilaglarin ¢ogunun kaynagina bakildiginda bitki
kaynaklt oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi bitkilerin yapisinda bulunan
farmakolojik ozelliklere sahip olan bilesikler ve biyoaktif maddelerdir. Bitkilerin
yapisinda glikozit, organik asit, tanen, alkaloit, saponin, kumarin, flavon tiirevli
bilesikler tibbi kullanimi olan bilesiklerdir. Bu bilesikler bir¢cok hastaligin sebebi
olan viicuttaki zararli serbest radikalleri etkisiz hale getiren antioksidan 6zellige
sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda bitkilerin yapisinda bulunan ilag hammaddesi olan
bircok biyoaktif madde izole edilmis ve tanimlanmistir. Bu calismada; Ege
Bolgesi’'nde yayilis gosteren Allium reuterianum B., Cyclamen coum M.,
Hyacinthella lineata (S.) C., Ornithogalum umbellatum L. ve Sternbergia clusiana
K-G. bitkilerinin etanol, metanol ve aseton ekstrelerinin igermis oldugu fitokimyasal
maddeleri belirlemek, antioksidan aktivitelerini, metanol ekstrelerinin antibakteriyal,
sitotoksik, insektisit ve antihelmint aktivitelerinin arastiritlmas1 amaglanmigtir. Bu yol
ile bu ekstraktlarin tibbi O6nemini ortaya koymak, bu biyolojik aktiviteleri ile
ozelliklerinin ilk kez bu c¢aligmayla arastiriliyor olmasi ¢aligmanin 6zgiin degerini

arttirmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Geofit Tiirleri

Tez caligmasi kapsaminda materyal olarak Ege Bolgesi’nde yayilis gosteren

Denizli ve Mugla Illerinden toplanan Allium reuterianum B., Cyclamen coum M.,

Hyacinthella lineata (S.) C., Ornithogalum umbellatum L. ve Sternbergia clusiana

K.-G. olmak iizere 5 geofit tiirii kullanilmistir. Bu tiirlerden 2 tanesi endemiktir. Bitki

ornekleri, Mart-Eyliil aylarinda toplanip botanik tanimlama ve adlandirilmasi

Tiirkiye Florasi” na (Davis 1984)

ve Checklist gore yapilmigtir. Calismada

yararlanilan bitkilerin adlar1 ve toplandiklar1 lokaliteler asagida Tablo 2.1° de

verilmistir.

Tablo 2.1: Bitki materyallerinin toplanma lokaliteleri

(Amaryllidaceae)

Bitki tiirleri icekl
i turfert ve Cigeklenme Toplandig lokalite Rakim
familya zamani
Denizli: Pamukkale
H. lineata C. _ Uﬂniversitesi kampii§ alaninin
Subat-Nisan giineybat1 yakasi, kiregtasli 500-600 m
(Asparagaceae)
kayalik alanlar
Endemik
Denizli: Pamukkale
O.umbellatum L. Subat-Mayis U{liversitesi kargpi%s alani, 500-1000 m
(Asparagaceae) Egerkaya Tepesi, kiregtaslt
kayalik, Honaz Dag1
. Denizli: Boz Dag
A. reuterianum B. Temmuz- enjm ,,OZ fg 1000-1800
(Amaryllidaceae) Agustos Mugla: Kbycegiz, Sandras m
y 4 Dag1 Endemik
C. coum M. . Mugla: Dal M 1
. Subat-Nisan ugta: Lalyan, featmattt 30-50 m
(Primulaceae)
S. clusiana K-G. . Mugla: Gokt Kavakl
- Eyliil-Ekim | MU8ler Goktepe, Kavakhdere | 551500 m
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2.1.2 Bitkilerin Kurutulmasi

Cigeklenme donemlerine gore bulunduklar1 bolgelerden toplanan bitkiler
laboratuara getirildikten sonra temizlenmis ve yikanmistir. Temizlenip, yikanan
bitkilerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlart ayrildiktan sonra, dogrudan giines 15181

almayan havadar laboratuar ortaminda kurutulmustur (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Bitkilerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarinin kurutma islemi

2.2 Yontemler

2.2.1 Bitkilerin Ekstraksiyonu

Toplanan bitkiler golgede, laboratuar ortaminda kurutulduktan sonra toprak
alt1 ve Ustii kistmlar blender ile parcalandiktan sonra calkalamali su banyosunda
(Memmert, SV 1422) 55°C’ de 6 saat siiresince etanol, metanol ve aseton ¢oziiciileri
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bunun i¢in toplam 200 g kuru bitki Ornegi

kullanilmistir. Ekstraksiyon iglemi iki kere tekrarlanmistir. Ekstraksiyonun ardindan
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stv1 kisim siizge¢ kagidi ile siiziilerek alinmistir. Elde edilen ekstraktlarin ¢oziicii
kisimlar1 rotary evaporatdrde (IKA RV 10D) 45-50° C* de uzaklastirildiktan sonra
yapilarindaki su ise liyofilizatorde (Labconco FreeZone) dondurularak g¢ekilmistir
(Mammadov 2009). Elde edilen ham ekstraktlar ¢alismalarda kullanilmak {izere koyu
renkli cam siselere alinarak -20°C’de muhafaza edilmistir ve ekstraksiyon verimleri

hesaplanmustir.

Sekil 2.2: Ekstraksiyon asamalar1

2.2.2 Antioksidan Aktivite Analiz Yontemleri

2.2.2.1 Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Total antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerin ve ugucu organik bilesiklerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine
dayanan B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenmistir (Amin ve dig. 2004). Bu
metod linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest radikal zincir reaksiyonu
sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan B-karotenin renk agiliminin izlenmesi
temeline dayanir (Wang ve dig. 2006). Reaksiyon mekanizmas;

B-karoten stok ¢ozeltisi, 2 mg B-karotenin 10 mL kloroformda ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin 1 mL, 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 20 ilave
edilmistir. Kloroform rotary evoparotérde buharlastirildiktan sonra 100 mL dH,O ile
karistirilmistir. Bu emiilsiyonunun 4.8 mL 0.2 mg 6rnek igeren 0.2 mL ekstrakt

cozeltileri bulunan test tiiplerine ilave edilmistir. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir
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edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak baslangic
absorbanslart 470 nm' de 6l¢iilmiistiir. Tiipler 50°C'de inkiibasyona birakilmis ve -
Karotenin rengi kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Bu
test sisteminde BHA pozitif kontrol olarak kullanilmistir Toplam antioksidan aktivite
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

AA: [ 1- (Ao-Acl A - AD)] x 100
Burada A, 6rnegin ilk absorbansi, A; kontrolun ilk absorbansi, Aoo ornegin 120 dk

sonraki absorbansi, A’ kontrolun 120 dk sonraki absorbansidir (Amin ve dig. 2004).

2.2.2.2 DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri L1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. Bu test yontemi, kararli serbest
radikal DPPH’1n elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin
varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipliriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik,
mor rengin acilmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir (Wu
ve dig. 2006). DPPH'in %0.004’liik (w/v) metanolik c¢ozeltisinin 4 mLsi,
ekstraktlarm 1 mL (0.2-1.0 mg)'si ile karistirilmis ve oda sicakliginda karanlik
ortamda 30 dakika siiresince inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 6rneklerin
absorbansit spektrofotometrede 517 nm’de Olgllmiistiir. Absorbans degerleri
kullanilarak serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlikten faydalanilarak
hesaplanmaistir:

Inhibisyon (%) = 100 — [(A1/Ao) X 100 ]
Burada; Ap kontrolun absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir.

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak belirlenen 0ziit
derisimlerine kars1 grafige gecirilmistir. Bu degerlerden ve DPPH’in kalibrasyon
egrisinden faydalanarak her bir bitki icin DPPH serbest radikalinin yarisinin
stiptiriildiigli andaki bitki ekstresi konsantrasyonu (ICsp) degerleri hesaplanmuistir.
ICs0 degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters oranti vardir. ICsy degeri ne kadar
diisiikse antioksidan aktivite o kadar yiiksektir (Burnaz 2007).

ICs0 degerlerinin  bulunmasi1 i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢aligmak
gereklidir. Bu nedenle c¢alismalarimizda bes veya sekiz konsantrasyonda Olgiim

yaptlmistir. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonlart hazirlanip;

29



absorbans ol¢limleri yapilir ve absorbanslar konsantrasyonuna kars1 grafige gecirilir.
Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktar1 ICso degerini
verir. Pozitif kontrol olarak BHA (sentetik antioksidan) kullanilmistir. Tiim deneyler

ti¢ tekrar halinde yapilmustir.

2.2.2.3 Demir (IIT) indirgeme /Antioksidan Kuvvet (FRAP) Kapasitesi
Tayini

Bitki  ekstraktlarinin  indirgeme  glicii  Oyaizu  metoduna  gore
degerlendirilmistir (Oyaizu 1986). Ortamdaki indirgen madde Fes+ iyonlarini Fe,+
iyonlarina indirger ve FeCl; ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin
absorbans1 olgiiliir.  Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin
gostergesidir. Standart ve numunelerin ¢oziicii i¢indeki farkli derisimlerine (0.4, 0.8
ve 1 mg/mL) fosfat tamponu (2.5 mL, 0.2 M, pH 6.6) ve potasyum ferrik siyaniir
[KsFe(CN)s] (2.5 mL, %1) ilave edildi. Bu karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, bu karisima TCA (2.5 mL, % 10) ilave edildikten
sonra 10 dakika 3000 rpm’de santrifiijlenmistir. Karistimdan 2.5 mL alinarak distile
su (2.5 mL) ve FeCls (0.5 mL, % 0.1) ilave edilmistir. Elde edilen son karigimin
absorbanslar1 700 nm’de kaydedilmistir. Yiiksek absorbans yiiksek indirgeme olarak
degerlendirildi. Ekstraklarin konsantrasyonlarina karsi absorbans grafigi ¢izilmistir.

Olgiimler ii¢ tekrar olarak yapilmis sonuclar absorbans olarak verilmistir.

2.2.2.4 ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6-stilfonik asit) kullanilarak belirlenmistir (Re ve dig. 1999). ABTSe+ radikali, 7mM
ABTS c¢ozeltisi ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi arasindaki reaksiyonla
olusturulmustur. 12 saat oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Kullanmadan
once fosfat tamponuyla (0.1M, pH=7.4), absorbans 734 nm’de 0.7+0.025 olacak
sekilde seyreltilmistir. 1 mL ABTS c¢ozeltisi, 3mL standart ¢ozeltilerine ve
ekstraktlara (10, 20 ve 40 mg/mL) eklenmistir. 30 dk sonra 734 nm’de absorbans

okunmustur. Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri hesaplanmigtir:
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ABTS radikal giderme aktivitesi (%) =[ (A0 — A1)/ A0 ] x 100

A0 = Kontrol absorbans degeri Al = Ornek veya standardin absorbans degeri

2.2.3 Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktarimin Belirlenmesi

2.2.3.1 Toplam Fenolik Madde Miktari

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asite esdeger olarak (mg/mL GAE) belirlenmistir (Slinkard ve
Singleton 1977). Metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢ozliinmiis olan fenolik
bilesiklerin folin reaktifiyle alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Olusan mor menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans
olusturur. Bu metota gore, 1 mg ekstrakt 1 mL metanolde ¢oziilmiistiir. 46 mL dH,0
ve 1 mL FCR ckstrakt ile karistirildiktan 3 dk. sonra %2’lik Na,COsz’dan 3 mL
eklenmistir. 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilip periyodik
araliklarla  ¢alkalanmistir.  Siire sonunda ¢ozeltilerin  absorbanslart UV
Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak toplam fenolik madde miktarlari; gallik
asitle cizilen kalibrasyon egrisinden, elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak
belirlenmistir:

Absorbans = 0.0258 gallik asit (mg/mL ) — 0.005 (R2 : 0,9967)

06 -
£05 -
c

Gallik asit kalibrasyon grafigi

y =0,0258x - 0,005
R2=10,9971

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Gallik asit (mg/mL)

Sekil 2.3: Gallik asit kalibrasyon grafigi
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2.2.3.2 Toplam Flavonoid Madde Miktari

Ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand ve dig.
(1994) tarafindan belirlenen yontem kullanilarak quercetin’e esdeger olarak olarak
belirlenmistir. i¢erisinde 1.0 mL &ziit ¢dzeltisi (2.0 mg/mL) bulunan test tiiplerine %
2.0’lik 1 mL metanolde hazirlanmig AICl3 ¢ozeltisi ilave edilip oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyona birakilmistir. Kér 6rnek 1.0 mL 6ziit ¢6zeltisi (2.0 mg/mL) ve
1.0 mL metanol igermektedir. Absorbans dlgiimleri 415 nm’de gerceklestirilmistir.
Sonugta ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerikleri kuersetine esdeger
(mgQE/g) olarak verilmistir. Oziitlerin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 standart

quercetin grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans = 0.0322 quercetin (mgQE/g) - 0.005 (R2: 0.997)

06 - Quercetin kalibrasyon grafigi
€ -
c
K9}
g y =0,0322x - 0,005
o R?=0,997
c
18]
2
o
8
<
O L} T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
quercetin (mg)

Sekil 2.4: Quercetin kalibrasyon grafigi

2.2.4 Bitki Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizi

Kromatografi biri sabit digeri hareketli olmak tizere iki farkli faz arasinda
karisimdaki maddelerin fiziksel ve kimyasal O6zelliklerine bagliolarak ayrilmasi
teknigidir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), en yaygm olarak
kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir (Tomruk 2005). Bitki ekstraklarindaki
fenolik madde analizleri HPLC kullanilarak Gomes ve dig., (1999)’ne gore tespit
edilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC analizi i¢in 6ncelikle 9 farkli fenolik bilesikler
standardinin ayr1 ayr1 kalibrasyon grafigi ¢izilerek analiz metodu gelistirilmistir.

Orneklere ait kromatogramlar iizerindeki piklerin hangi fenolik bilesige ait oldugu
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esas olarak standart fenolik maddelerin gelis zamanlar1 ile karsilastirilarak
belirlenmistir.

Kullanilan standart fenolik maddeler: Gallik asit, 3,4-dihidroksi benzoik asit, 4-
hidroksi benzoik asit, klorojenik Asit, Vanilik Asit, Kafeik Asit, P-kumarik Asit,
Ferulik Asit ve sinamik Asit. Standartlara ait kromatogram bilgileri Tablo 3.16’da
verilmigtir. HPLC’de fenolik bilesik analizleri Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Laboratuari’nda hizmet alimi ile yaptirilmistir. HPLC ile ilgili kosullar
asagida sunulmustur:

CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A) (280 nm dalga boyunda ¢alisilmistir)

Kolon Firini: CTO-10ASVp

Pompa: LC20-AT

Autosampler: SIL- 20ACHT

Bilgisayar Programi: LC Solution

Mobil Faz (Hareketli faz): A: %3 Formik asit B: Metanol Numune hazirlama
isleminde ekstraktlardan 0.2 g tartilmis, metanolde ¢oziilmiis, 0,45 pm filtreden
gecirilip HPLC sistemine enjekte edilmistir.

2.2.5 Brine Shrimp (Artemia Salina) Lethalite Yontemi ile Sitotoksisite

Belirlenmesi

Brine shrimp sitotoksisite testi, LDsp (test edilen populasyonun yarisini
oldirmek i¢in gereken doz) diizeyinin tespitinde de kullanilan toksisite
testlerindendir. Artemia salina larvalari, giiniimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan
orneklerin ve bitkisel iceriklerin sitotoksisitesinin belirlenmesinde etkili bir yontem
olarak kullanilmaktadir (Sharififar ve dig. 2009). Deney, dort farkli konsantrasyonda
(100, 250, 750 ve 1000 mg/mL) yapilmistir. A. salina yumurtalari, igerisinde 2 litre
yapay deniz suyu bulunan 5 litre hacmindeki plastik, seffaf, agzi agik bir tank
icerisine 2 g tartilarak serpilmistir. Tank icerisindeki yapay deniz suyu, ¢ift ¢cikisl bir
hava motoru ile ¢ift hortum kullanilarak siirekli havalandirilmistir. Ayrica, tank
igerisindeki su sicakligi 28°C sabit olacak sekilde termostat ile 1sitilmistir. Tank,
masa tistli bir 151k kaynagimin yaninda yaklasik 48 saat siire ile aydinlikta birakilarak

A. salina larvalarinin (nauplii) yumurtalardan ¢ikmasi beklenmistir. A. salina
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larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra 1s18in yogun oldugu bolgeye dogru su
igerisinde gog¢ etmektedir (Choudhary ve Thomsen 2001). A. salina larvalari,
yumurtadan ¢iktiktan sonra pastor pipet yardimiyla 10 adet se¢ilmis ve 4.5 mL deniz
suyu igeren deney tiiplerine alinmistir. Her bir tiipe 0.5 mL bitki ekstrati da
eklendikten sonra nauplii’ler 151k altinda ve oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
Isik altinda gecen 24 saat sonunda bir biiyiite¢ yardimiyla canli ve 6lii (hareketsiz
olmalarina gore 6lii olarak tanimlanmistir) larvalarin adedi sayilmistir. Bitki ekstrakti
olmayan (kontrol grubu) diizenekteki yasayan nauplii’ler ile deney grubu
karsilastirilmistir. Biitlin uygulamalar i¢in % 6liim oranlart hesaplanmistir ve LCsg
degerlerinin tespit edilmesinde EPA Probit Analiz Programi (Version 1.5)

kullanilmistir.

Sekil 2.5: Artemia salina yetistirme ortami1

2.2.6 Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu caligmada antibakteriyal aktiviteyi belirlemek icin broth (sivi)
mikrodilisyon yontemi kullanilmistir. Broth mikrodiliisyon metodunun, ¢ok sayida
test &rneginin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)’unun belirlenmesinde
potansiyel olarak faydali bir yéntem oldugu gosterilmistir. Mikrobiyolojide MIK, bir
gecelik inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin gozle goriilebilir iremesini inhibe
edecek olan antimikrobiyal maddelerin en diisiik konsantrasyonudur (Dask ve dig.
2010).

Antibakteriyal aktivite tayininde test bakterileri olarak bir adet Gram pozitif;
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve bir adet Gram negatif; Escherichia coli
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(ATCC 25922) olmak tlizere iki adet bakteri susu kullanilmistir. Bu test i¢cin U tabanl
96 kuyucuklu mikrodiliisyon plaklari kullanilmistir. Bu amagla yukarida belirtilen
bakteri kiiltiirlerinin her birinin konsantrasyonu ODgoe=1 olacak sekilde ayarlandi ve
Broth Mikrodiliisyon yoOnteminde konsantrasyonlar1 ayarlanan bakteri kiiltiirleri
kullanildi. Caligmada kullanilacak olan saf bakteri kiiltiirleri Nutrient broth’a
ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonu biten kiiltiirler 6nce
0.5 McFarland (108 cfu/ml)’a ayarlanmis ve ardindan 1:10 oraninda yeniden diliie
edilerek 107 cfu/ml olacak sekilde standardize edilmistir. Standardize edilen 2
bakteri kiiltiiri 96 kuyucuklu mikroplatelere 90 pl olarak aktarilmis ve {izerine
Birinci kuyulara 100 pL ekstre ¢ozeltisi eklenip 10. kuyuya kadar seri diliisyonlar
yapilip 10. kuyudan 100 pL disar1 atilmistir. Bakteri siispansiyonundan 12. kuyu
hari¢ tiim kuyulara 100 pL dagitilmistir. 11. (lireme kontrolii) ve 12. (besiyeri
kontrolii) kuyular kontrol amaciyla kullanilmistir. 35°C’de 12 saat statik inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda FElisa mikroplak okuyucuda 610 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapilmistir. Test bakterilerinin duyarliliklarini tespit etmek igin
deneylere paralel olarak Gentamicin ve Oxacillin antibiyotiklerinin MIK degerleri de
tespit edilmistir. Bu siire sonunda tireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik ve bitki

ekstrakt konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmistir.

2.2.7 Bitki Ekstraktlarmm Sivrisinek (Culex pipiens) Uzerindeki
Insektisit Etkilerinin Tespiti
2.2.7.1 Larvalarin Toplanmasi

Bu ¢alismanin materyali olan Culex pipiens (Linne) (Sekil 2.6) tiirlerine ait
larvalar (3. ve 4. evre) dogal ortamlarindan (Antalya Akdeniz Universitesi kampiisii)

larva yakalama kepgeleriyle toplanmaistir.
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Sekil 2.6: Culex pipiens’ in 3. ve 4. evre larvalari

2.2.7.2 Denemelerde Kullanilan Ekstraktlarin Hazirlanmasi ve

Uygulamalar

Bu c¢alismada 100, 250, 500, 1000 mg/mL olmak {tizere 4 farkh
konsantrasyonda calisilmistir. Bunun i¢in bitkilerin metanol ekstraklarindan toprak
alt1 ve toprak istii ayr1 olmak iizere {i¢ tekrarli dH,O ile konsantreler hazirlanmistir.
Dogal ortamlardan toplanan larvalar iclerinde ekstrak ¢ozeltisi bulunan 30 ayr1 kaba
10’ar adet olarak aktarilmiglardir. Her uygulama grubu i¢in bir de kontrol grubu
denemeye alinmistir. Oliimler 24-, 48-, 72- saat olmak {iizere kayit altina alinmistir.
Her deney 3 defa tekrar edilmistir. Bu oliimlere bakilarak, STATPLUS Pro 5.9.8
programinda LCsp (min), LCsy (max), LCsg, LCyo ve Ki-kare (X2) degerleri

hesaplanmustir.

2.2.8 Bitki Ekstraktlarinin Ev Sinegi (Musca domestica) Uzerindeki
Insektisit Etkilerinin Tespiti

Bitkilere ait ekstraklarin larvasidal aktiviteleri; Kristensen ve Jespersen
(2003) yontemi modifiye edilerek arastirilmistir. Bu ¢alismada ev sinegi (Musca
domestica) kullanilmistir. Musca domestica kiiltiirii igin siit ve seker kullanilip
karisim 1:3 ve 50 g olarak hazirlanmistir. 10’ar adet ev sinekleri yumurtalarindan
alinarak ekstrakt ve nem igeren besiyeri kaplarina aktarilmistir. 24-36 saat sonra
yumurtalar acilmaya baslamistir ve larvalar ¢ikmistir. 3 haftalik siire iginde larvasit

etki kayit altina alimmistir. Larvasit etki 12:12 fotoperiyodunda, 26°C’ de laboratuvar
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ortaminda gergeklestirilmistir. Ekstrakt denemesi igin 2 farkli konsantrasyon (1000
ve 5000 mg/mL) hazirlanmis olup tiim deneyler 3 kez gerceklestirilmistir.

2.2.9 Bitki Ekstraklarimin Antihelmint Aktivitesinin Belirlenmesi

Antihelmint aktivite deneyi icin helmint (nematod vd.) Orneklerinin
toplanmasi i¢in canli hayvandaki (kurbaga) parazit helmintler se¢ilmistir. Bunun igin
‘Bazi Kurbaga Tirlerinin Embriyonik, Histolojik ve Fizyolojik Olarak
Karsilastirilmasi”  konulu PAUHDEK-2012/033 nolu c¢alisma kapsamindaki
kurbagalar (Pelophylax bedriagae) se¢ilmis ve bunlar parazitoloji laboratuarinda
dissekte edilerek i¢ organlarindaki parazit nematod ornekleri (Cosmocerca sp.)
ayrilmistir. Metanol ekstraktlarinin ii¢ farkli konsantresi 20 mL olacak sekilde (5, 10
ve 20 mg/mL) petri kaplarina hazirlanmigtir.

Dissekte edilen orneklerden alinan 6’ sar adet nematod canli olarak petri
kaplarina koyulmustur. Kontrol olarak serum fizyolojik su kullanilmistir. Her
konsantrasyon i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Daha sonra siire tutularak 6liim

zamani dakika olarak kaydedilmistir.

Sekil 2.7: Ekstraktlarin uygulandig1 deney diizenegi ve nematod 6rnekleri

2.3 Ilstatistiki Hesaplamalar

Bitki ekstraktlarinin verilerini dogru yorumlamak igin istatistik hesaplamalar
IBM SPSS Statistics 23 programinda Tek Yonli ANOVA/Duncan testi ile
yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1  Ekstraksiyon Verimleri

Bitkilerin etanol, metanol ve aseton ¢oziiciilerine ait 6ziitleri hazirlandiktan
sonra % ekstraksiyon verimlilikleri asagidaki formiille hesaplanmistir ve Tablo 3.1’
de verilmistir.
%Ekstraksiyon verimi=Elde edilen ham ekstrakt (g)/Kullanilan kuru bitki
ornegi (g) 100

Tablo 3. 1: Calismada kullanilan geofit tiirlerinin ekstraksiyon % verimlilikleri

Geofit Tiirleri Kisimlar Etanol Metanol | Aseton

Toprak alt1 (TA) 4.64 11.86 5.80

Hyacinthella lineata Toprak Ustii 19.2 16.15 4.73
(TO)

. Toprak alt1 (TA) 24.57 19.03 4.03

Ornithogalum Toprak iistii | 7.29 1699 | 150
(TU)

Toprak alt1 (TA) 8.36 19.36 2.96

Allium reuterianum Toprak iisti 6.73 13.14 2.30
(TO)

Toprak alt1 (TA) 14.34 34.24 3.83

Sternbergia clusiana Toprak iisti 4.98 11.76 3.72
(TO)

Toprak alt1 (TA) 20.68 21.34 6.85

Cyclamen coum Toprak iisti 8.95 18.01 2.86
(TO)

Farkli c¢oziiciiler ile yapilan ekstraksiyon asamasinda en yiliksek verim
¢oziiciiler arasinda metanol ¢oziiciisii ile elde edilmistir. En diisiik verim ise aseton
¢oziictisiinde gortilmiistiir. Geofit tiirleri arasinda ise en yiiksek verim S. clusiana
tiirliniin toprak alt1 kisminda (TA) metanol ¢oziiciisii (%34.24) ile elde edilirken en
diisiik verim ise O.umbellatum tiiriiniin toprak iistii (TU) kisminda aseton ¢oziiciisii
(%1.50) ile elde edilmistir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1). Bitkilerden farkli ¢oziiciilerle
elde edilen ekstraktlarinin birbirlerinden farkli ekstraksiyon verimleri ve antioksidan

aktivite gdstermesinin sebebi olarak ¢oziiciilerin polariteleri gosterilebilir.
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Sekil 3.1: Bitki ekstraktlarinin ¢oziiciilere gore ekstraksiyon verimi (%)

3.2

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna gore yapilmustir.

Standart olarak kullanilan gallik asit ve bitki ekstraklarinin ¢6zeltileri metanol, etanol

bes farkli konsantrasyonda metanol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu standart grafikten

elde edilen dogru denklemi kullanilarak 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar

gallik aside esdeger olarak (mg/mL GAE) hesaplanmistir ve Tablo 3.2° de

sunulmustur.

Tablo 3.2: Geofit tiirlerinin toplam fenolik madde miktarlari (mg/mL GAE)

Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg/mL GAE)

Geofit Tiirleri Etanol Metanol Aseton
TA TU TA TU TA TU
A.reuterianum | 9.46+£2.025 | 6.48+£3.012 | 4.81+£2.014 | 5.04+1.018 | 3.42+1.013 | 2.33+£3.024
C.coum 4.69+3.002 | 8.99+3.010 | 3.57+4.016 | 8.84+4.021 | 1.90+3.003 | 1.56+2.032
H.lineata 8.07£3.023 | 6.98+3.026 | 4.05+2.024 | 6.56+3.027 | 2.29+1.042 | 3.76+1.027
0. 4.31+4.013 | 6.83+2.018 | 4.11+2.014 | 4.85+2.012 | 2.80+3.031 | 3.22+3.015
umbellatum

S.clusiana 9.77£1.021 | 9.31+1.011 | 4.41+2.011 | 3.96+2.015 | 3.37+4.018 | 2.7844.013
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Tablo 3.2’ de verilen sonuglara gére metanol ekstraktrati aseton ekstraktina
yiikksek miktarda fenolik madde icerdigi gozlenmistir. Bunun sebebi metanoliin
yiiksek polaritesi bitkiden yiiksek derecede fenolik bilesigin ve flavonoid madde
ekstrakte edilmesini saglamistir. Aseton ise metanolden daha diisiik polariteye sahip
olmasindan dolay1 daha diisiik miktarda fenol ve flavonoid ekstraksiyonu ile
sonuclanmistir. Toplam fenolik madde tayini yontemi S.clusiana etanol ekstrakti i¢in
olumlu sonug vermistir (9.77+5.021 mg/mL GAE).

Fenolik yapili maddeler en 6nemli antioksidan bilesiklerdir. Fenollerin yapisi
bakimindan bakildiginda fonksiyonel gruplarin etkinliginden dolay: elektron ve
hidrojen verebilirler bu da radikalleri ve oksitleyici gruplar: elimine eder. Fenolik
gruplar OH grubunca zengindir, bu gruplar ona polar olma o6zelligi katar ve
antioksidan 6zelligini artirir. Daha once yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin lipit
peroksidasyonunu stabilize edilmesinde 6nemli etkileri oldugu saptanmistir (Yen ve
dig. 1993).

3.3  Toplam Flavonoid Madde Miktariin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktari, bir flavonoid madde olan
quercetin kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Bu egri tizerinden yapilan hesaplamalar
sonucunda quercetin’e esdeger (mgQE/q) olarak belirlenmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlar1 (mgQE/Q)

Toplam Flavonoid Madde Miktar1 (mgQE/g)

Geofit Tiirleri Etanol Metanol Aseton

TA TU TA TU TA TU

A.reuterianum 42.16+1.025 | 10.55+1.032 | 48.22+£2.071 | 25.47+£2.059 | 6.51+£3.042 | 5.21+2.052

C.coum 54.66+3.042 | 44.38+2.074 | 54.53+1.022 | 43.75+2.081 | 26.97+1.091 | 17.71+1.033

H.lineata 83.45+2.031 | 97.48+3.032 | 40.73+4.025 | 96.93+1.072 | 20.51+2.017 | 35.12+2.051

O. umbellatum 11.79+£3.021 | 30.04+2.034 | 88.61+2.015 | 85.07+2.033 | 21.95+3.065 | 53.08+3.055

S.clusiana 89.92+2.052 | 79.90+1.051 | 87.73+1.013 | 80.76+3.056 | 25.78+1.043 | 21.81+2.024
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Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlar1 karsilastirildiginda en fazla
flavonoid madde miktar1 H.lineata tiiriiniin toprak {istii etanol ekstraktinda
gozlenmistir (97.48+5.032 mgQE/g). En az ise A. reuterianum tiiriiniin toprak tstii
aseton ekstraktindan elde edilmistir (5.21+4.052 mgQE/g).

3.4  Antioksidan Aktivite Tayini Bulgulari

3.4.1 Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

B-Karoten-lineolik asit sistemi yOntemi, emiilsiyondaki lineoik asit
oksidasyonu sonucu olusan serbest radikallerin -karoten’le reaksiyonundan olusan
sart rengin zaman icerisinde kaybolmasina dayanmaktadir. Antioksidan varlig
rengin agilmasini 6nlemektedir (Kulisic 2004). B-karoten lineolik asit sisteminde test
siiresi 120 dakika boyunca sari rengin solmasini Onlenmesi yiiksek potansiyel
antioksidan varligin1 géstermektedir. Bu yontemle bitki tiirlerinin etanol, metanol ve
aseton estraktlarinin antioksidan aktiviteleri olgiiliip, sentetik antioksidan olan

BHA’nin antioksidan aktiviteleri ile karsilastirilmistir.

Tablo 3.4: Ekstraktlarin B-karoten/Linoleik asit testinde antioksidan aktiviteleri (%)

Antioksidan Aktivite (%)
Geofit Etanol Metanol Aseton
Tirleri TA U TA TU TA TO
A.reuterianum 65.77£1.06| 72.64+0.08 | 7@B3+0.05 | 70.42+0.08 | 45.77+1.05 | 42.64+0.07
C.coum 66.43+2.04 | 70.58+0.07 | 60.54+0.03 | 65.71+0.06 | 76.43+3.02 | 70.58+1.03
H.lineata | 65.41+0.07 | 59.97+0.04 | 79.871.04| 70.98+0.05 | 65.4142.08 | 59.97+0.09
0.
umbellatum 52.76+0.02 | 44.91+1.03 | 76.23£0.06 | 65.68+2.02 | 52.76+0.03 | 54.91+4.08
S.clusiana | 76.68+0.05 | 64.63+0.07 | 85.91+£0.09 | 80.78+0.07 | 66.68+0.09 | 59.62+0.06
BHA 96.76+0.010 98.73+0.02 95.62+0.01

41



Yapilan B-karoten lineoleik asit emiilsiyon sistemi yoOnteminde bitki
ekstraktlarinin metanol Oziitleri asetona gore daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ bize metanol daha yiiksek antioksidan molekiil
icerdigi yonde fikir verir. Ekstraksiyon sirasinda metanoliin daha ¢ok antioksidan
molekiilii ekstra etdigi, asetonun ise daha az antioksidan molekiil ekstra ettigi
goriilmiistiir (Tablo 3.4). B-karoten-linoleik asit sisteminde en yiiksek antioksidan

aktivite metanol ekstraktinda gézlenmis olup, bunu etanol ve aseton ekstraktlar: takip

etmistir.
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Sekil 3.2: Etanol ekstraktlarinin p-karoten/Linoleik asit testinde antioksidan
aktiviteleri (%)

Etanol ekstraktlarin B-karoten/Linoleik asit testinde toplam antioksidan
aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek aktivite S. clusiana tiiriiniin toprak alti
kisminda (%76.68) tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise O. umbellatum tiiriiniin
toprak iistii kisminda (%44.91) elde edilmistir.
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Sekil 3.3: Metanol ekstraktlarnin (-karoten/Linoleik asit testinde antioksidan
aktiviteleri (%)

Metanol ekstraktlarin B-karoten/Linoleik asit testinde toplam antioksidan
aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek aktivite S. clusiana tiiriiniin toprak alti
kisminda (%85.91) tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise C. coum tiirliniin toprak
altt kisminda (%60.54) elde edilmistir.
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Sekil 3.4: Aseton ekstraktlarinin fB-karoten/Linoleik asit testinde antioksidan

aktiviteleri (%)
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Aseton ekstraktlarin f-karoten/Linoleik asit testinde toplam antioksidan
aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek aktivite C. coum tiirlinlin toprak alti
kisminda (%76.43) tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise A. reuterianum tiiriiniin

toprak iistii kisminda (%42.64) elde edilmistir.

3.4.2 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Bu metotun temeli hidrojen veren gruplara sahip antioksidan maddelerin
DPPHe radikalini indirgemesine dayanmaktadir. DPPHe radikali uzun Omiirli bir
azot radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirtmek i¢in
en sik kullanilan bilesiklerdendir (Ozgelik ve dig. 2003). Geofit bitkilerinden
hazirlanan etanol, metanol ve aseton ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi yontemine gore antioksidan aktiviteleri bes farkli konsantrasyonda (0.2,
0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mg/mL) belirlenmistir. Bu ¢alismada ekstraktlar arasinda en yiiksek
DPPH serbest radikal giderim kapasitesine sahip H.lineata TU metanol ekstraktinda
1 mg/mL konsantrede (%91.15), en diisiik serbest radikal giderim aktivitesi H.lineata
TU aseton ekstraktinda 0.2 mg/mL (%10.86) konsantrasyonda gdzlenmistir (Sekil 3
5ve 3.7).
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®C. coum TU

E H.lineata TA

® H.lineata TU

i O.umbellatum TA
& O.umbellatum TU
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DPPH Radikali Siipiiriicii aktivitesi (%)

¥ S.clusiana TU

0,2 0,4 0,6 0,8 1 4 BHA
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Sekil 3.5: Etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)
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Tablo 3.5: Etanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri (%)

Ekstraktlar 0.2 mg/mL | 0.4 mg/mL | 0.6 mg/mL | 0.8 mg/mL | 1 mg/mL
. TA 49.24 58.8 69.9 78.4 82.3
A.reuterianum =
TU 31.29 50.3 59.86 62.93 73.68
TA 43.19 49.71 51.48 67.89 71.32
C. coum ™
TU 45.65 50.97 54.68 69.98 75.84
H lineata TA 48.99 54.43 66.71 85.6 89.26
' TU 30.82 46.64 61.16 80.05 82.53
o.umbellatum TA 29.16 32.71 38.14 41.33 51.72
' TU 29.52 38.02 42.04 48.88 52.54
s.clusiana TA 38.49 54.43 55.26 58.8 86.07
. TU 20.9 34.01 37.43 51.72 74.15
BHA 82.68 83.95 85.74 90.87 95.54

Bitki oziitlerinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan

derigim diizeylerine bagli olarak aktivitede artis gozlenmistir. 1 mg/ml

konsantrasyonunda c¢alisilan tiirlerin etanollii ekstreleri icerisinde H.lineata TA
(%89.26) en yiiksek aktiviteye sahip iken O.umbellatum TA (%51.72) en diisiik
aktiviteye sahiptir.

DPPH Radikali Siipiiriicii aktivitesi (%)
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Sekil 3.6: Metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)
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Tablo 3.6: Metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Ekstraktlar 0.2mg/mL | 0.4 mg/mL | 0.6 mg/mL | 0.8 mg/mL | 1 mg/mL
. TA| 2169 32.55 53.16 5316 | 5512
A-reuterianum = e 653 56.15 75.15 86.15 | 88.76
TA | 2204 27.94 4587 5891 | 69.06
C.coum = 5T 5204 58.81 60.02 62.71 77.61
_ TA| 2736 41.87 74.87 76.45 | 89.15
Hlineata = w7973 79.98 85.48 8728 | 9115
TA | 16.34 19.29 24.15 28.13 | 34.45
O.umbellatum === 57.94 60.87 6304 | 73.08
_ TA| 2585 52.33 57.92 62.76 | 70.97
Sclusiana = a9 51.44 49.78 58.97 68.71
BHA 55.20 67.47 79.23 87.74 | 97.50

Bitki oziitlerinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan
derisim diizeylerine bagli olarak aktivitede artis goézlenmistir. 1 mg/mL
konsantrasyonunda calisilan tiirlerin metanollii ekstreleri icerisinde H.lineata TU
(%91.15) en yiiksek aktiviteye sahip iken O.umbellatum TA (%34.45) en diisiik
aktiviteye sahiptir.
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Sekil 3.7: Aseton ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)
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Tablo 3.7: Aseton ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%)

Ekstraktlar 0.2 mg/mL | 0.4 mg/mL | 0.6 mg/mL | 0.8 mg/mL | 1 mg/mL
_ TA| 2014 | 238 | 3871 50.76 | 5247
A-reuterianum = o757 2572 3448 4578 | 49.76
TA | 2548 2676 | 37.76 5573 | 6097
C.coum 5T 2852 56.32 60.12 60.07 | 6883
_ TA | 1203 2511 | 5048 6673 | 7085
Hlineata = o ™76 g6 19.07 2075 2134 | 3843
TA | 1602 1871 | 2376 | 3015 | 3213
O.umbellatum = &= 93 17.13 20.87 2845 | 3048
_ TA | 1501 3442 | 4631 5172 | 68.74
Sclusiana = e =547 2421 3653 4854 | 56.09
BHA 2970 | 6547 | 7023 7574 | 88.75

Bitki oziitlerinin DPPH serbest radikal giderim kapasitesi sisteminde artan
derisim diizeylerine bagli olarak aktivitede artis gozlenmistir. 1mg/mL
konsantrasyonunda c¢alisilan tiirlerin aseton ekstreleri icerisinde H.lineata TA
(%70.85) en yiiksek aktiviteye sahip iken O.umbellatum TU (%30.48) en diisiik
aktiviteye sahiptir.

Dort farklt polariteye sahip ekstraksiyon tiiri ve BHA standardi igin
uygulanan DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi testinde absorbansa karsi
cizilen konsantrasyon grafigi yardimiyla % 50 inhibisyon olarak bilinen ICsg
degerleri hesaplanmis tablodan (Tablo 3.8) da anlasilacagi gibi; ekstraktlarda
antioksidan kuvveti oldukca iyidir, baslangic konsantrasyonunu oldukca fazla

diistirmustiir.

Tablo 3.8: Bitki tiirlerine ait ICsp degerleri (mg/mL)

Ekstraktlar Etanol Metanol Aseton

. TA | 02331 0.573 2.165
A-reuterianum e 662 0.754 3.005
TA | 0576 0.363 2.968

C. coum TO | 0.648 0.472 2.974

. TA | 0471 0.705 1.087
Hlineata w035 0.654 1.080
TA | 0819 0.603 1543

O.umbellatum = e=——4705 0.472 1.407
. TA | 0289 0.479 0.973
Sclusiana 787 0.654 0.986
BHA 0.030 0.025 0.036
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Calisilan bitkilerin etanollii ekstreleri igerisinde S.clusiana TA (0.289
mg/mL) en yiiksek antiradikal aktiviteye sahip iken, metanollii ekstreleri icerisinde
C. coum TA (0.363 mg/mL), aseton ekstreleri igerisinde ise S.clusiana TA (0.973
mg/mL) en yiiksek antiradikal aktiviteye sahiptir.

3.4.3 Demir Iyonu indirgeme Giicii Kapasitesi

Bir maddenin indirgeme giicii onun antioksidan aktivitesinin bir Sl¢tistidiir.
Oyaizu (1986) metoduna gore yapilan bu analizde sar1 renkteki ¢6zeltinin rengi, bitki
Oziitlerinde bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1 yesil
ve tonlarina doniismektedir. Ekstraktlarin ortamdaki Fe***ii indirgeme kapasitesini
tayin etmek lizere degisen ekstrakt ve standart konsantrasyonlarinda ¢alisilmigtir ve
olusan komplekslerin absorbanslart 700 nm’de Olgiilmiistiir. Her bir ekstrakt igin
konsantrasyon-absorbans grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.8 ve 3.10). Ekstrelerin ferri
iyonu rediikleme antioksidan giiclinlin konsantrasyona bagli olarak arttig1 saptandi.
Calismada kullanilan ekstraktlarin indirgeme kapasitesi konsantrasyonun artmasi ile
dogru orantili olarak artmaktadir. Indirgeme kuvveti 0.4, 0.8 ve 1 mg/mL
konsantrasyonundaki ¢ozeltilerin absorbanslar1 dlgiilerek belirlenmistir. En yiiksek
indirgeme kapasitesi S.clusiana TA metanol 6ziitiinde (2.476), en diisiik indirgeme
kapasitesi A. reuterianum TU aseton dziitiinde (0.111) absorbans degerleri ile elde

edilmistir.
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Sekil 3.8: Etanol ekstraktlarinin konsantrasyona bagl olarak indirgeme kapasiteleri
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Tablo 3.9: Etanol ekstraktlarinin indirgeme kapasiteleri

Ekstrakt Kistm | 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL | 1mg/mL
. TA 0.440 1.157 1.586
A. reuterianum O 03721 1092 1971
TA 0.535 1.145 1.194
C. coum TO 0.296 0.973 1.186
_ TA 1.124 1.278 1.488
H. lineata TO 0.676 1.401 1.563
TA 0.563 1.762 1.802
O. umbellatum & 1.012 1217 1424
_ TA 1.155 1.263 2.020
S. clusiana TU 0.671 1.202 1.408
BHA 1.496 1.887 2522

Etanol oziitlerinin indirgeme giigleri incelendiginde artan derisimle dogrusal
olarak indirgeme giiclerinin de arttigi gozlenmistir. Buna gore 1mg/mL
konsantrasyonda S. clusiana TA (2.020) ekstrakti en yiiksek indirgeme giiciine
dolayisiyla antioksidan aktiviteye sahip bulunmustur. En diisiik indirgeme giicii ise

C. coum TU (1.186) ekstraktinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.9: Metanol ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak indirgeme

kapasiteleri
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Tablo 3. 10: Metanol ekstraktlarinin indirgeme kapasiteleri

Ekstraktlar Kisim 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL 1 mg/mL
. TA 0.503 1174 1.732
A. reuterianum e 0.452 1121 1341
TA 0.583 1.267 1.479
C. coum TU 0.345 1.023 1.243
. TA 1215 1.432 1.636
H. lineata TU 0.843 1.648 1.698
TA 0.731 1.878 1.054
O. umbellatum =& 1.132 1.342 1.657
. TA 1.476 1.683 2.476
S. clusiana TO 0.879 1.465 1.764
BHA 1.567 1.989 2.658

Tablo 3.10’a gore metanol oOziitlerinin indirgeme giicleri incelendiginde
Img/mL konsantrasyonda S. clusiana TA (2.476) ekstrakti en yiiksek indirgeme
giiciine sahip bulunmustur. En diisiik indirgeme giicii ise C. coum TU (1.243)

ekstraktinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.10: Aseton ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak indirgeme kapasiteleri
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Tablo 3. 11: Aseton ekstraktlarinin indirgeme kapasiteleri

Ekstraktlar Kisim | 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL 1 mg/mL
. TA 0.260 0.440 0.759
A reuterianum =i 0.111 0.225 0.490
TA 0.291 0504 0.741
C. coum TO 0.134 0.263 0.424
. TA 0.236 0.456 0.531
H. lineata TO 0.157 0.354 0.468
TA 0.246 0.421 0.495
O. umbellatum = 0.365 0.478 0524
. TA 0.468 0.506 0.698
S. clusiana TO 0.375 0.477 0.564
BHA 0.987 1.368 1.975

Aseton  Oziitlerinin  indirgeme  giligleri  incelendiginde  1mg/mL
konsantrasyonda A. reuterianum TA (0.759) ekstrakti en yiiksek indirgeme giiciine
sahip bulunmustur. En diisiik indirgeme giicii ise C. coum TU (0.424) ekstraktinda

tespit edilmistir.

3.4.4 ABTS Radikal Katyonu (ABTS<+) Giderme Aktivitesi

Ekstrelerin katyon radikali giderim aktivitesi yontemine gore antioksidan

aktiviteleri farkl konsantrasyonlarda (10, 20 ve 40 mg/mL) belirlenmistir.
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Sekil 3.11: Etanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi (%)
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Tablo 3.12: Etanol ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak ABTS radikal

katyonu giderme aktivitesi (%)

Ekstraktlar Kisim | 10 mg/mL | 20 mg/mL | 40 mg/mL

. TA 84.2 86.3 92.8
A. reuterianum O 312 58 8

TA 18 22.1 86.3
C. coum TO 13 15 423
. TA 14.3 15.5 20.8
H. lineata U 50.6 558 80.6
TA 68.9 73.4 87.7
O. umbellatum 734 747 80.6
. TA 55.8 66.9 87.5
S. clusiana T 512 375 158
BHA 85.1 90.3 96.4

ABTS radikali giderme aktivitesi yoniinden etanol ekstraktlar
incelendiginde;10-40 mg/mL konsantrasyon araligindaki oziitler arasinda katyon
radikal giderim aktivitesi en yliksek A. reuterianum TA (%92.8) 6ziitiinden, en diisiik

radikal giderim aktivitesi ise H. lineata TA (%20.8) 6ziitiinden elde edilmistir.
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Sekil 3.12: Metanol ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi (%)
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Tablo 3.13: Metanol ekstraktlarmin konsantrasyona bagli olarak ABTS
radikal katyonu giderme aktivitesi (%)

Ekstraktlar Kisim | 10 mg/mL | 20 mg/mL | 40 mg/mL
_ TA 86.3 87.8 935
A. reuterianum TO 38.4 39.6 55.8
TA 20.6 24.7 40.3
C. coum TO 1538 38.6 415
_ TA 16.7 23.6 30.8
H. lineata O 54.5 58.4 81.8
TA 74.3 78.7 89.8
O. umbellatum O 78.4 81.1 85.4
_ TA 62.4 713 86.9
S. clusiana TO 26.8 45.7 57.5
BHA 87.2 94.5 97.3

Metanol ekstraktlarinin katyon radikal giderim aktivitesi incelendiginde;10-
40 mg/mL konsantrasyon araligindaki Oziitler arasinda katyon radikal giderim
aktivitesi en yiiksek A. reuterianum TA (%93.5) 6ziitiinden, en diisiik radikal giderim
aktivitesi ise H. lineata TA (%30.8) 6ziitiinden elde edilmistir.
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Sekil 3.13: Aseton ekstraktlarinin ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi (%)
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Tablo 3.14: Aseton ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak ABTS
radikal katyonu giderme aktivitesi (%)

Ekstraktlar Kistim | 10 mg/mL | 20 mg/mL | 40 mg/mL
. TA 32.1 425 55.4
A. reuterianum O 156 547 121
TA 124 18.6 50.3
C. coum TO 10.1 15.3 324
_ TA 11.2 12 132
H. lineata TO 204 327 157
TA 326 455 505
O. umbellatum & 36.4 411 45.2
_ TA 40.1 435 54.6
S. clusiana U 17.9 28.9 312
BHA 781 85.4 90.5

Aseton ekstraktlariin katyon radikal giderim aktivitesi incelendiginde;10-40
mg/mL konsantrasyon araligindaki 6ziitler arasinda katyon radikal giderim aktivitesi
en yiiksek A. reuterianum TA (%55.4) 6ziitiinden, en diisiik radikal giderim aktivitesi
ise H. lineata TA (%13.2) oziitiinden elde edilmistir.

3.5  HPLC ile Fenolik Bilesiklerin Analiz Sonuclari

Antioksidan kapasitesi ¢esitli metodlarla belirlenen ekstraktlarin antioksidan
ozellik saglayan fenolik bilesikleri ve flavonoidlerden bazilar1 yiiksek performansl
sivi kromatografisi (HPLC) ile Kkalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir. Analizi
yapilan bu bilesenlerin metanol ekstraktinda her birinden ne kadar bulundugu Tablo
3.15°de verilmistir. Tim standartlarin analizine iliskin kromatogram ise Sekil
3.14°de verilmistir. Sonug olarak ekstraktlarda analizlenen tiim antioksidan oOzellik
gosteren standartlar ekstraktlarin antioksidan kapasitesine katkida bulunmustur. En
biiytik katki ise yliksek oranda bulunan gallik asit, sinamik asit, ferulik asit ve

benzoik asit’ tir.
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Sekil 3.14: Fenolik Standartlarin HPLC kromatogrami: 1. gallik asit, 2. 3.,4-
dihidroksi benzoik asit, 3. 4-hidroksi benzoik asit, 4. klorojenik Asit, 5. Vanilik asit,
6. Kafeik asit, 7. p-Kumarik asit, 8. Ferulik asit, 9. Sinamik asit

Tablo 3.15: Bitki 6ziitlerindeki fenolik bilesen madde miktarlar

3.4di- |4- Chloro p- Cinnami

Gallik | hidrok |hidrok |jenik | Vanilic |Caffeic |Coumari | Ferulic | ¢ asit

Ekstraktlar | asit siasit |siasit |asit asit(ug/ |asit c asit asit (ng/g)
(ng/g) | (ng/e) |(ng/g) |(ng/g) |9) (ng/g) |(ng/g) | (nglg)

H. lineata 4219 | 378.7 | 219.3 | 188.4 91.4 237.2 38.9 64.9 16.1

C.coum 1196 | 39.6 | 3441 | 67.9 424 34.3 6.6 3.2 411.6

S. clusiana e 151 | 20.5 | 139.0 87.6 159.4 30.6 |2739.6| 3855

O.umbellatum | 124.0 | 33.9 | 535.1 | 351.6 | 200.0 138.8 119.7 | 507.1 | 237.2

A.reuterium 32.1 | 166.2 | 140.2 | 62.2 26.6 74.4 17.4 38.5 115.0

Calisilan  geofit tiirleri iizerinde yapilan HPLC analizlerinden de
goriilebilecegi gibi geofit tiirlerinin fenolik yapili bilesikler bakimindan zengin
oldugu sdylenebilir. 9 standart fenolik bilesik {izerinden yapilan HPLC analizlerinde
incelenen biitiin tiirlerde incelenen standart fenolik bilesiklere farkli miktarlarda

rastlanmigtir.
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Tablo 3. 16: Fenolik asit standart bilesenlerin dalga boylari, alikonma zamanlari,

alan ve konsantrasyonlari

Standart fenolik bilesenler

Ozellikler
34d- |4- - T r 1.
Gallik | ihidrok | hidroksi | Chlorojen | Y [ CaMel | o imar | FErull| Cinnam
. . . . . ) C asit C asit . . C asit IC asit
asit Si asit asit ik asit IC asit

LOD (ppm) | 0.19 0.027 | 0.036 0.017 |0.019|0.019 | 0.022 |0.021| 0.016

Dalga Boyu 280 280 280 320 320 | 280 320 320 280
RT(Ahkon

ma Zamani 7.8 12.2 16.9 194 21.7 24 29.3 34.7 70.7
dk)

3.6 Brine Shrimp (Artemia Salina) Lethalite Testi Bulgular

Bitki metanol ekstrelerinin Brine Shrimp (Artemia salina) larvalari iizerindeki
akut toksisitesini belirleyebilmek i¢in, toksisite verileri hesaplanmis ve LCs
degerleri ortaya konulmustur. Test sonucunda elde edilen veriler EPA Probit Analiz
Programi ile degerlendirilmis ve %95 giivenirlik smirlart i¢cinde LCso degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen ylizde 6liim oranlart ve LCso degerleri Tablo 3.17°de
gosterilmistir. Tabloya gore en yiiksek sitotoksik aktiviteyi 44.023 mg/mL ile
S.clusiana TA ekstrakti gosterirken, en diisiik sitotoksik aktiviteyi ise 242.226 mg/mL

ile C.coum TU ekstrakt: gostermistir.
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Tablo 3.17: Metanol 6ziitlerinin Brine Shrimp Lethalite Testi sonuglari

Oliim Yiizdeleri (24 sa)
Konsantrasyonlar (mg/mL)
Bitki
ekstraktlart Kisimlar | 0 100 250 750 1000 LCs
) TA 20.5 | 56.6 66.6 76.5 | 96.5 | 73.981
A. reuterianum _
TU 20.5 | 46.7 56.6 66.6 | 76.5 | 107.695
TA 20.5 | 50.3 60.5 75.5 | 80.2 | 76.125
C.coum _
TU 20.5 | 457 53.7 65.8 | 75.8 | 242.226
TA 20.5 | 459 55.9 70.4 | 80.6 | 202.596
H.lineata _
TU 20.5 | 50.2 55.8 60.3 65.7 | 145.568
TA 205 | 75.7 80.8 845 | 90.1 | 51.051
O.umbellatum .
TU 205 | 70.3 76.5 80.8 | 87.7 | 45.065
TA 205 | 78.3 80.5 83.9 96.2 | 44.023
S.clusiana .
TU 20.5 | 65.8 70.7 75.9 87.9 | 56.584

3.7  Antibakteriyal Aktivite Test Sonug¢lari

Geofit metanol ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitesi broth mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin standart ve bakterilere karst MIK degerleri
Tablo 3.18’de verilmistir. Tablodan goriildiigii iizere A. reuterianum ekstrakti 25
pug/mL MIK degerine sahip olmakla hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakteriler iizerinde etkili olmustur. Diger ekstraklarin MIK degerleri genel olarak
100 pg/mL ve 100 pug/mL’ den biiyiik oldugu igin A. reuterianum tiirti kadar etkili
degildir. Buradan tiiriin igerigindeki dogal antibiyotik bilesen olan kiikiirtlii

bilesenler olan alliin ve aliisin bilesenlerin etkili oldugunu tespit edebiliriz.
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Tablo 3.18: Metanol 6ziitlerinin bakterilere kars1 MIK degerleri

MIK degerleri (ug/mL)
Bakteri Suslar
Bitki
ekstraktlan Kisimlar S.aureus E.coli
. TA o5 25
A. reuterianum ~
TU 50 25
TA 100 100
C.coum i}
TU > 100 > 100
. TA > 100 > 100
H.lineata i}
TU > 100 > 100
TA 100 100
O.umbellatum _
TU > 100 > 100
- TA 50 100
S.clusiana ;
TU > 100 > 100
Gentamicin - 3,09
Oxacillin 1,01 R

3.8 Insektisit Etki Sonuclar

3.8.1 Bitki Ekstraktlarnin Ev Sinegi (Musca domestica) Uzerindeki
insektisit Etki Sonuclar

Musca domestica tizerinde yapilan insektisit deneyinde istatiksel anlamli bir
sonu¢ bulunamamistir. Ekstraklarin larvalara uygulanmasi sonucunda karasineklerin

daha direncli oldugu goriilmiistiir.

3.8.2 Bitki Ekstraktlarimin Sivrisinek (Culex pipiens) Uzerindeki
Insektisit Etki Sonuclar

Culex pipiens (L.) Hl. ve IV. evre larvalari iizerinde yapilan metanol

ekstrelerin larvasit etkisi deneyinde, deney 4 farkli konsantrasyonda (100, 250, 500,
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1000 mg/mL) yapilmistir, her bir 6rnek i¢in deney baslangicinda 10 adet larva
kullanilmis ve baslangigtan itibaren 24-, 48-, 72- saat sonra Olen larvalar sayilarak
o6liim oranlar1 kaydedilmistir. On biyolojik testler sonunda larvalar iizerinde %50 ve

tizerinde Oliime neden olan ekstraktlarin LC50 ve LC90 degerlerini belirlemek icin

biyolojik testler yiiritilmistir. Sonu¢ olarak o6liim oranlariin  LCsp(min),

LCso(max), LCso ve LCqp degerleri ve Ki-kare degerleri hesaplanmustir.

Tablo 3.19: A. reuterianum tiiriiniin toprak alti kismi konsantrasyonlarinin Culex
pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlar1 (%) +

SH (standart hata) ve istatistik degerleri

A.reuterianum 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
toprak alti
100 mg/mL 23.33+5.77 33.33+5.77 46.66+5.77
a*, BY a,B b, B
250 mg/mL 33.34+5.77 53.33+5.77 73.3445.77
a,C b,C c, C
500 mg/mL 36.67+5.77 66.67+5.77 83.33+5.77
a, C b, D c,D
1000 mg/mL 63.33+5.77 90.0+10.0 96.66+5.77
a, D b, E b, E
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
LCSOmin 128.31 1.74 7.21
LCsg 634.46 203.05 114.12
L Csomax 3137.05 441.93 211.78
LCq 2.32 1.05 679.42
N 0.15 0.35 0.10

Kontrol: dH,0
x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
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A reuterignum toprak ailtt 24 saat sonuglan
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Sekil 3.15: A. reuterianum toprak alt1 kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

A reuterianurm topral altt 48 saat sownuglan
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Sekil 3.16: A. reuterianum toprak alt1 kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

A reuteriarum toprai altt 72 saat sonuglan
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Sekil 3.17: A. reuterianum toprak alt1 kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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Tablo 3.20: A. reuterianum tiiriiniin toprak tstii kismi konsantrasyonlarinin Culex

pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlar1 (%) +

SH ve istatistik degerleri

A.reuterlgnl{m 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
toprak iistii
100 mg/mL 3.33+5.77 6.66+5.77 10.0+£0.0
a*, AY a, A a, B
250 mg/mL 10.0+£5.77 13.33+5.77 16.66+£5.77
a,A a,A a,B
500 mg/mL 36.66+5.77 43.33+5.77 46.66+5.77
a, B a, B a, C
1000 mg/mL 46.66+5.77 63.33+5.77 76.66+5.77
a, B b, C c,D
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Cs0min 286.35 175.16 14.89
LCsgo 1678.44 756.13 293.22
L Csomax 9838.03 5771.29 1267.54
LCq 2226.71 1869.43 1347.28
X° 0.38 0.07 0.27

Kontrol: dH,0O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

A. reuterianum toprak st 24 saat sonuclan
100
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2 70
~ 60
L 504
£ 40 o e
o 30 #
20-_/—*7*A/_’_J7
10
0 e D e v v X
0 200 400 500 800 1.00
Konsantrasyon (ppm)
|— Regresyon analizi =% Deneysel nu:ul-ctalar'

Sekil 3.18: A. reuterianum toprak iistli kisminin 24 saatlik yiizde 6liim orani grafigi
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A. reuterianum toprak Usth 48 saat sonuclart
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Sekil 3.19: A. reuterianum toprak iistii kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

A, reuterianum toprak Ostd 72 =aat sonuclan
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Sekil 3.20: A. reuterianum toprak iistii kisminin 72 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

Allium reuterianum tiiriiniin toprak alti ve toprak Ustii ekstraktlarinin 100-
1000 mg/mL arasinda degisen dozlarda 24-72 saat arasinda degisen siirelerde Culex
pipiens larvalarina uygulanmis ve elde edilen bulgular tablo halinde verilmistir.
Sonuglara gére A. reuterianum tiiriniin toprak alt1 ve toprak istii ekstraktlarinin
sivrisinek larvalar1 iizerindeki aktivitelerinin zaman aralifinin ve konsantrasyonun
artmastyla Olim oraniin artig gosterdigi tespit edilmisdir. 24 saat siire sonundan
itibaren doz artigsina bagli olarak larva 6liim oranlar (%) kaydedilmistir. Uygulama
dozunun artis1 larvalarin 0liim oraninda istatistiki olarak ©Onemli artisa neden
olmustur (P<0.05). Toprak alt1 kisminda istatiksel olarak doz agisindan
degerlendirildiginde, tiim dozlarda 24, 48, 72 saatlerin her biri arasindaki

oldirticiiliik etkisinde sirastyla anlamli bir fark bulunmustur.
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Tablo 3.21: C.coum tiiriiniin toprak alt1 kism1 konsantrasyonlarinin Culex pipiens’e

kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6lim oranlar1 (%) = SH ve

istatistik degerleri

C. coum toprak alt1 | 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 3.33+5.77 26.66+5.77 33.33£5.77
a*, AY b,B b, B
250 mg/mL 26.66+5.77 36.66+5.77 46.66+5.77
a, B a, B b, C
500 mg/mL 46.66+5.77 56.66+£5.77 66.66+5.77
a, C a, C b, D
1000 mg/mL 56.66+5.77 60.0+10.0 80.0£10.0
a, D a, C b, E
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Csomin 389.53 231.84 64.32
LCsg 724.83 582.62 296.80
L Csomax 9651.43 11520.32 829.90
LCqy 1595.10 1797.57 1250.09
N 0.06 0.06 0.16

Kontrol: dH,O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

C. coum toprak altl 24 saat sonuclan

100
90
30
70
50
50
40
30
20
10

gl {9

0

—
200

—
00

Konsantrasyon (ppm)

—_—
00

1.00

|— regresyon cizgisi —#— Deneysel nu:ul-ctalarl

Sekil 3.21: C. coum toprak alt1 kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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C.coum toprak altt 48 saqt soruglar
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Sekil 3.22: C. coum toprak alt1 kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

C. coum toprak alti 72 saat sonuclar
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Sekil 3.23: C. coum toprak alt1 kisminin 72 saatlik yiizde 6liim orani grafigi
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Tablo 3.22: C. coum tiiriiniin toprak iistii kism1 konsantrasyonlarinin Culex pipiens’e
kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6lim oranlar1 (%) = SH ve

istatistik degerleri

C. couﬁnswt;[ioprak 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 0 3.33+£5.77 13.33+5.77
a*, AY a, A a, B
250 mg/mL 3.33+5.77 23.33+5.77 30.0+0
a, A b, B b, C
500 mg/mL 23.33+3.33 33.33+5.77 43.33+5.77
a, B a, C b, D
1000 mg/mL 30+0 50+10.0 76.66+£5.77
a,C b, D c, E
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Cs0min 417.99 496.04 310.66
LCsgo 1821.59 1107.63 561.95
L Csomax 7938.47 80623.91 2266.92
LCq 2478.85 1967.36 1411.91
N 0.18 0.04 0.13

Kontrol: dH,0O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

C.coum toprak dstld 24 saat sonuclan
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Sekil 3.24: C. coum toprak iistii kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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C.coum toprak (st 48 saat sonuglan
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Sekil 3.25: C. coum toprak iistii kisminin 48 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

C.coum toprak (stli 72 saat sonuclan
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Sekil 3.26: C. coum toprak iistii kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

C. coum tiirlinlin toprak alt1 kisminin 48 saat sonunda elde edilen 6liimler
degerlendirildiginde 100 ve 250 mg/mL ile 500 ve 1000 mg/mL derisimleri arasinda
istatiksel bir farklilik bulunamamustir. 24 ve 72 saat sonunda elde edilen oliimler
degerlendirildiginde dozlar arasinda istatiksel farkliliklar goriilmiistiir. Saat bazinda
etki siirelerine gore degerlendirildiginde, 100 mg/mL hari¢ diger dozlarda 48 saatten
sonras1 her biri arasinda anlamli bir fark vardir. Toprak istii kisminda ise 1000
mg/mL  derisimde %50 o6liim meydana getirmistir. Istatiksel olarak dozlar
degerlendirildiginde 24 saat sonrast 500 mg/mL ile 1000 mg/mL, 48 ve 72 saat

sonrasinda dozlar arasinda anlamli fark bulunmustur.
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Tablo 3.23: H.lineata tiiriiniin toprak alt1 kismi1 konsantrasyonlarinin Culex pipiens’e
kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6lim oranlar1 (%) = SH ve

istatistik degerleri

H.lineata toprak alti 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 0 3.33+£5.77 6.66+5.77
a’, AY a, A a, A
250 mg/mL 6.66+5.77 10+1.73 20.0+10.0
a, A a, B a, B
500 mg/mL 10.0+10.0 16.66+5.77 23.33+£5.77
a, A a, B a, B
1000 mg/mL 23.33+£5.77 33.33+5.77 43.33+5.77
a, B a C b, C
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Csomin 773.07 460.22 459,99
LCsg 2048.11 1636.81 1263.50
L Csomax 9134.47 2513.38 2066.01
LCgy 2663.97 2556.50 2028.29
X2 0.95 0.63 0.21
Kontrol: dH,0
x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
H lineata toprak altt 24 raat sonuglar
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Sekil 3.27: H. lineata toprak alt1 kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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Hlineaia toprak alti 48 saat sonuglar:
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Sekil 3.28: H. lineata toprak alt1 kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

-

H._ lineata toprak alty 72 saat sonuglar
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Sekil 3.29: H. lineata toprak alti1 kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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Tablo 3.24: H.lineata tiirliniin toprak {stii kismi konsantrasyonlarinin Culex
pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlart (%)

+ SH ve istatistik degerleri

H.Ilneztsa;i;[oprak 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 0 3.33+£5.77 6.66£5.77
a*, AY a, A a, A
250 mg/mL 3.33+5.77 6.66+5.77 20.0+0
a, A a, A a, B
500 mg/mL 36.66+5.77 46.66+5.77 53.33+£5.77
a, B a, B b, C
1000 mg/mL 56.66+5.77 73.26+5.77 83.25+5.77
a,C b, C b, D
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Cs0min 570.70 388.98 291.79
LCsgo 925.96 646.54 477.86
L Csomax 6098.90 2143.58 964.18
LCq 1672.79 1323.82 1142.22
N 0.24 1.06 0.37

Kontrol: dH,0O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
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Sekil 3.30: H. lineata toprak iistii kisminin 24 saatlik yiizde 6liim orani grafigi
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Hlineata toprak disti 48 saar soruglar
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Sekil 3.31: H. lineata toprak {istii kisminin 48 saatlik ylizde 6liim orani grafigi

H.linsata toprak tisti 72 saat renuglar
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Sekil 3.32: H. lineata toprak iistii kisminin 72 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

H.lineata tiirliniin toprak alti kismi1 doz agisindan degerlendirildiginde, 24
saat sonunda 500 mg/mL ve alt1 derisimde istatiksel bir farklilik bulunmamaktadir.48
ve 72 saat sonrasinda 250 mg/mL ve istii derisimler arasinda istatiksel agidan
anlamli fark vardir.72 saat sonunda 1000 mg/mL de %43 6liim meydana gelmistir.
Saat bazinda etki siirelerine gore degerlendirildiginde 1000 mg/mL’de 48 saat
sonrasinda anlamli fark vardir. Toprak {istii kism1 degerlendirildiginde ise 24 ve 48
saat sonunda elde edilen 6liim oranlar1 arasinda 500 ile 1000 mg/mL derisimleri
istatiksel agidan anlaml fark vardir. 72 saat sonunda 1000 mg/mL de %83 olarak

0liim kaydedilmistir.
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Tablo 3.25: O. umbellatum tiiriiniin toprak alti kismi1 konsantrasyonlarinin Culex

pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlar1 (%) +

SH ve istatistik degerleri

O. umbellatum 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
toprak alti
100 mg/mL 0 3.33+£5.77 6.66£5.77
a*, AY a, A a, A
250 mg/mL 3.33+5.77 13.32+1.15 13.32+1.15
a, A a, B a, B
500 mg/mL 30+0 53.33+£5.77 76.66+£5.77
a, B b, C c, C
1000 mg/mL 46.66+5.77 73.26+5.77 96.57+5.77
a,C b, D c,D
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Cs0min 755.49 316.84 258.14
LCsgo 1434.58 543.46 394.55
L Csomax 1855.89 1540.97 609.28
LCq 1952.11 1325.16 905.79
N 1.06 0.20 2.25

Kontrol: dH,0O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
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Sekil 3.33: O. umbellatum toprak alt1 kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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0. umbellatum toprak altt 48 saar sonuglarn
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Sekil 3.34: O. umbellatum toprak alt1 kisminin 48 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

0. umbellatum toprak altt 72 saat senugla
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Sekil 3.35: O. umbellatum toprak alt1 kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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Tablo 3.26: O. umbellatum tiiriiniin toprak iistii kism1 konsantrasyonlarinin Culex

pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlar1 (%) +

SH ve istatistik degerleri

O. umbel!g tl{.m 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
toprak iistii
100 mg/mL 3.33+5.77 26.66+£5.77 40.0+0
a*, AY b, B b, B
250 mg/mL 30.0+0 36.66+5.77 46.66+1.15
a, B a, B b, C
500 mg/mL 46.66+5.77 73.26+5.77 76.66+5.77
a,C b, C b, D
1000 mg/mL 83.33+5.77 90.0+0 100+0
a, D b, D c, E
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
LCs0 min 259.47 92.82 57.13
LCsgo 442 .55 248.06 172.33
LCs0 max 908.98 451.13 285.37
LCq 1161.83 947.19 706.55
N 0.06 0.37 0.53

Kontrol: dH,0O
x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

Q. umbellatum toprak dcti 24 saar sowuglar
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Sekil 3.36: O. umbellatum toprak istii kisminin 24 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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0 umbellatum topral tsti 48 saat sonuglar
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Sekil 3.37: O. umbellatum toprak iistii kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani1 grafigi

0 umbellatum topral st 72 raat sonuglar
100
90 3
80 7
70
B0
50 5
40 5
30
201
10 5
|:| N 1 N N N 1 N N N 1 N N N 1 N N N ] N N N
0 200 400 200 200 1.00
Konsantrasyon (ppm)

Gl (95

|— regresyon cizgisi —%— deneysel nn:nl-ctalarl

Sekil 3.38: O. umbellatum toprak iistii kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

O. umbellatum tiiriiniin toprak alt1 kism1 250 mg/mL de 48 saat sonunda %53
6lim meydana getirmistir.100 mg/mL ve 250 mg/mL derisimlerde, saat bazinda
istatiksel agidan anlamli fark yoktur. 48 ve 72 saat sonunda dozlar arasinda istatiksel
acidan anlamli fark vardir. Toprak {istii kismi degerlendirildiginde ise 72 saat
sonunda 1000 mg/mL derisimde %100 6liim meydana getirmistir. Doz arttik¢a 6liim
oraninda da artiglar meydana gelmistir.72 saat sonunda her bir doz arasinda istatiksel

agidan anlamh fark vardir.
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Tablo 3.27: S. clusiana tiiriiniin toprak alti kismi konsantrasyonlarinin Culex
pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlart (%)

+ SH ve istatistik degerleri

S. CIUS'E;TZ toprak 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 0 10.0£1.0 10.0£1.0
a*, AY a,B a, B
250 mg/mL 13.33+1.52 23.334+2.5 30.0+£2.0
a, B b, C c, C
500 mg/mL 36.66+5.77 46.66+5.77 56.66+£5.77
a, C a, D b, D
1000 mg/mL 40.0+0 50.0+£1.0 60.0£1.0
a, C a, D a,D
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
L Cs0 min 635.01 391.58 271.74
LCsg 1147.32 785.88 521.77
LCs0 max 7450.92 1366.54 2383.34
LCqy 1991.15 1884.89 1594.63
N 0.28 0.43 0.39

Kontrol: dH,0
x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).

5. clusiana toprak altt 24 raat senuglar
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Sekil 3.39: S. clusiana toprak alt1 kisminin 24 saatlik yiizde 6liim orani grafigi
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5. clusigna toprak alnt 48 saat sonuglar
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Sekil 3.40: S. clusiana toprak alt1 kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

&. clusigra toprak alnn 72 sat sonuglart
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Sekil 3.41: S. clusiana toprak alt1 kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi
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Tablo 3.28: S. clusiana tiirliniin toprak stii kismi konsantrasyonlarmin Culex

pipiens’e kars1 belirtilen etki siirelerindeki ortalama 6liim oranlar1 (%) +

SH ve istatistik degerleri

S. cIuaggt?itoprak 24 saat sonra 48 saat sonra 72 saat sonra
100 mg/mL 23.33+5.77 33.33+5.77 46.66+5.77
a*, BY a, B a, B
250 mg/mL 36.66+5.77 46.66+£5.77 60.0+1.0
a C b, C c,C
500 mg/mL 46.66+5.77 56.66+5.77 73.26+5.77
a, D a, D b, D
1000 mg/mL 80.0+0 83.334+5.77 100+0
a, E a, E b, E
Kontrol 0 0 0
a, A a, A a, A
LCs0 min 228.07 26.64 37.02
LCsgo 46.30 261.70 164.69
LCs0 max 1696.66 692.46 287.23
LCq 1270.33 1272.08 775.86
X° 0.65 0.03 0.27

Kontrol: dH,0O

x: Bir satirda kiigiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
y: Bir siitunda biiyiik harfler ayni ise istatistiksel bir farklilik yoktur (p < 0.05).
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1.00

Sekil 3.42: S. clusiana toprak iistii kisminin 24 saatlik yiizde 6liim orani grafigi
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5. clusiana toprak gt 48 saat soruglan
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Sekil 3.43: S. clusiana toprak iistii kisminin 48 saatlik yiizde 6liim orani grafigi

S.clusiara toprak st 72 saat soruglar
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Sekil 3.44: S. clusiana toprak iistii kisminin 72 saatlik yiizde 6liim oran1 grafigi

S. clusiana tiiriiniin toprak alti kismi doz agisindan degerlendirildiginde 100
ve 250 mg/mL derisimler arasinda istatiksel agidan anlamli fark var iken 500 ile
1000 mg/mL derisimler arasinda istatiksel agidan anlamli fark goriilmemistir. 1000
mg/mL  derisimde %60 Olim meydana gelmistir. Toprak isti kismi
degerlendirildiginde uygulanan dozlar arasinda istatiksel acidan anlamli fark

vardir.1000 mg/mL derisimde %100 6liim meydana gelmistir.
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3.9  Antihelmint Aktivite Sonuglar:

Antihelmint aktivite testi icin kurbagadaki helmint grubu olan nematod
ornekleri kullanilmistir. Bunun i¢in 3 farkli konsantrasyondaki metanol &ziitlerine
Rhabdias bufonis,

Cosmocerca ornata) eklenmis ve oliim siireleri dakika olarak kaydedilmistir. En

6’sar tane nematod Ornekleri

kisa zamanda 6liim gosteren 6ziit en yliksek antihelmint aktiviteye sahip olarak kabul
edilmistir. Bununla ilgili sonuglar Tablo 3. 29’ da verilmistir. Antihelmint aktivite

sonuglarina gore nematodlar iizerinde en etkili 6ziit 20 dk ile en kisa zamanda 6liime

neden olan S. clusiana TA 6ziitii olmustur.

(Oswaldocruzia filiformis,

Tablo 3.29: Metanol 6ziitlerine ait antihelmint aktivite testi sonuglari

Oliim zamam (Dakika)

Konsantrasyonlar (mg/mL)

Bitki ekstraktlar1 | Kistmlar |5 mg/mL | 10 mg/mL | 20 mg/mL

TA

A. reuterianum i} o7 38 30
TA

H.lineata ] 120 100 80
TA

O. umbellatum i 115 105 100

TU 130 120 105
S. clusiana _

TU 55 40 30

TA 78 60 47
C.coum _

TU 65 58 16

Su (kontrol) - - - -
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Allium reuterianum Boiss.,, Cyclamen coum Miller,
Hyacinthella lineata (Steudel) Chouar, Ornithogalum umbellatum L. ve Sternbergia
clusiana Ker-Gawl. bitkilerinin toprak alt1 ve toprak tstii kisimlarindan elde edilen
etanol, metanol ve aseton ekstrelerinin bazi biyolojik aktiviteleri belirlenmistir.
Bitkiden beklenen etkinin tam olarak alinabilmesi icin bitkiye uygulanacak
ekstraksiyon yontemi ve varsa bu yontemde kullanilacak uygun ¢dziicliniin se¢imi
cok oOnemlidir. Bizim calismamizdaki ekstraksiyon verimi verileri ise ¢oziiclilere
gore metanol>etanol>aseton seklindedir (Tablo 3.1). Bitkilerden elde edilen
ekstrelerde kuru bitki tizerinden hesaplanan en fazla ekstraksiyon verimi; S. clusiana
TA metanol ekstresinden (%34.24) elde edilmis en diisiik verim ise O. umbellatum
TU aseton ekstresinden (%1.50) elde edilmistir.

Farkl1 ekstrelerden elde edilen ekstre verimindeki farkliliklar, bitkinin sahip
oldugu kimyasal kompozisyonundan, bitki ekstraksiyonu yapilirken ekstraksiyonda
kullanilan maddeden ve yontemdeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Hayouni
ile Ozcan ve dig. (2007) farkli yontemler ve farkli polariteye sahip ¢oziiciiler
kullanarak yaptiklar1 aragtirmalar sonucunda, % ekstrakt miktarlar1 tizerine polar
¢oziiciilerin apolar ¢oziiciilerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Metanol, aseton ve hekzana gore daha giiclii polar bir ¢oziicii oldugu icin
hekzan ve asetonun ¢ozebileceginden daha fazla flavonoid ve polifenol bilesigi
¢oziindiigiinden dolay1 yiiksek radikal siipiirme etkisi gostermistir.

Fenolik bilesikler bitkiler aleminin énemli dogal bilesenleridir ve son yillarda
gidalardaki fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin incelenmesi giderek onem
kazanmaktadir (Nehir El ve dig. 1999). Hidroksil gruplar1 bulundurduklarindan
fenoller, radikal yok etme yetenekleri nedeniyle ¢ok Oonemli bitki bilesenleridir
(Hatano ve dig. 1989). Aymi zamanda fenolik bilesikler dogrudan dogruya
antioksidan aktiviteye katkida bulunabilirler (Duh ve dig. 1999). Polifenolik
bilesikler, potansiyel bir antioksidant oldugu i¢in antioksidant aktivite belirlemede,
toplam fenolik madde miktarlarinin bilinmesi 6nemlidir.

Folin-Ciocalteu yontemi gida ve tibbi bitkilerde fenolik madde miktarini

belirlemek i¢in kullanilan en eski yontemlerden biridir. Fenolik bilesikler bazik
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kosullar altinda Folin-Ciocalteu ayiraci ile reaksiyona girer. Fenolik protonun
ayrilmasi ile fenolat anyonu olusur ve buda Folin ayiracini indirgeyebilir. Test
sisteminde olusan mavi renki molibdenyum oksit 750 nm’de maksimum absorbans
verir. Olusan mavi rengin yogunlugu test ornegindeki fenolik bilesiklerin toplam
miktarini yansitmaktadir (Abdel-Hameed 2009).

Calismamizda bitki ekstraktlarindaki toplam fenoliklerin miktar1 FCR ile
tayin edilerek ekstraktlardaki miktarlar genel standart olarak kabul edilen gallik asit
cinsinden hesaplanmistir. S.clusiana TA etanol ekstrakti (9.77+5.021 mg/mL GAE)
en yiiksek toplam fenolik madde miktarma sahip iken C. coum TU aseton ekstrakti
(1.5642.032) en diisiik toplam fenolik madde miktarma sahiptir. Ekstraktlar
flavonoid miktar1 agisindan degerlendirildiginde ise en yiiksek flavonoid madde
miktar1 H.lineata TU etanol ekstraktinda (97.48+5.032 mgQE/g) gozlenirken en
diisik flavonoid madde miktar1 ise A. reuterianum TU aseton ekstraktindan
(5.21+4.052 mgQE/g) elde edilmistir.

Antioksidan aktivite testleri literatiirde yer alan cesitli metodlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bitki ekstrelerinin, farkli fonksiyonel gruplara sahip onlarca
bilesigin karigimi halinde olmas1 sebebiyle igerdigi bilesiklerin polarite ve kimyasal
davraniglarina bagli olarak; ekstreler uygulanan test sisteminde farkli sonuglar
verebilmektedirler. Bu nedenle ekstrelerin  antioksidan potansiyellerinin
degerlendirilmesinde birden fazla test sonucuna gore degerlendirme yapilmasi
gereklidir. Bu ¢alismada antioksidan aktivite [3-karoten linoleik asit, DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi, ABTS (katyon giderim aktivitesi) ve FRAP yontemi olmak
tizere dort farkli testle belirlenmistir.

Bitki 6ziitlerinin toplam antioksidan aktiviteleri, B-karoten linoleik asit model
sistemiyle belirlenmistir. Bu sistem, linoleik asidin inkiibasyonu sirasinda olusan
peroksit tirtinlerinin B-karotenin karakteristik sar1 rengini tepkime vererek gidermesi
ve bu renk gideriminin spektroskopik olarak takip edilmesi temeline baghdir.
Sistemde antioksidanlarin bulunmasi ya da sisteme antioksidan icerikli oziitlerin
ilave edilmesi, linoleik asitten olusan peroksit iriinlerinin bu antioksidanlarla
notralize edilmesini saglar ve bunun sonucu olarak da B-karotenin karakteristik sari
rengi korunmus olur. B-karoten lineolik asit emiilsiyon sistemi yontemin sonuglarina
bakildiginda ekstraktlarin linoleik asit oksidasyonunu inhibe etme oranlar1 %42.64-
85.91 arasinda dagilim gostermektedir. Tiirler arasinda en yiiksek antioksidan

aktivite S.clusiana TA metanol ekstraktindan (85.91+0.09), en diisiikk antioksidan
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aktivite ise A. reuterianum TU aseton ekstraktindan (42.64+0.07) elde edilmistir.
BHA’nin inhibisyon oranlart sirasiyla %96.76, %98.73 ve %95.62 olarak tespit
edilmistir.

Ozen ve dig (2010) yaptiklar1 galismada O. umbellatum tiiriiniin de iginde
bulundugu antioksidan aktivite incelemesinde total antioksidan kapasitesilerini,
DPPH serbest radikal giderim aktivitesini arastirmislardir. Ayrica toplam fenolik ve
flavonoid igeriginide bulmuslardir. Sonug olarak serbest radikal giderim aktivitesini
%60 iken antioksidan aktivitesini a-tokoferole esdeger olarak 7000umol/g olarak
tespit etmislerdir.

Antioksidan maddelerin antioksidan Ozelliklerinden bir tanesi de, ortamda
olusan radikalleri siipiirmeleridir. Radikaller eslesmemis elektron igeren atom ya da
molekiillerdir. Ornegin, hidroksil (OHe), siiperoksit (O2+—), peroksil (RO2¢), alkoksil
(ROe) radikalleri gibi. Radikalle bu eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde
olduklar1 i¢in reaktiftirler. Bu sebeple radikaller ¢evrelerindeki atom ya da
molekiillerden elektron kopararak onlarin yapilarini bozabilirler. Bir¢ok antioksidan,
ayn1 zamanda anti-radikaldir. Bu antioksidanlar radikallerin elektronlarini esleyerek,
onlar1 etkisiz hale getirirler. Ekstrelerimizin anti-radikal 6zelliklerinin olup
olmadigin1 belirleyebilmek i¢in 517 nm’de maksimum absorbans veren DPPH
radikali kullanilmistir. DPPH konsantrasyonu azaldikg¢a, absorbans da azalmaktadir.
Bu nedenle antioksidan maddeler, 517 nm’de DPPH absorbansinda azalmaya neden
olurlar. DPPH radikalinin ortamdaki miktarinin azalmasi ile absorbansin azalmasi
belli bir antioksidan derisimine kadar dogru orantilidir. Absorbansin diismesinin
sebebi, radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi
ile radikalin giderilmesidir. DPPH radikalinin % 50’sinin olusumunu engelleyen
madde miktar1 ICsg olarak tanimlanir ve diisiik ICsg degeri yiiksek radikal temizleme
aktivitesini gosterir. Buna gore ICso degeri en diisiik olan S.clusiana TA etanol
ekstrakt1 (0.289 mg/mL ) en yiiksek antiradikal aktiviteye sahip iken C. coum TU
aseton ekstrakt1 (2.974 mg/mL) en diisiik antiradikal aktiviteye sahiptir.

C. mirabile ile yapilan bir ¢alismada bitkinin tuber etanol ve metanol
ekstraklarinin antioksidan kapasitesi DPPH (DPPH serbest radikali siipiiriicii
aktivitesi) deneyi ile belirlenmistir. 60 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan
ekstraktlarda etanol ekstraktinin inhibisyon degeri %87 iken metanol ekstraktinin
inhibisyon degeri %77 olarak tespit edilip etanol ekstraktlarinin daha giiclii
aktiviteye sahip olmasi ile sonuglandirilmigtir (Okmen 2014).

82



Zengin ve dig. (2015) O. narbonense L. tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada etil
asetat, metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini ve fenolik iceriklerini
arastirmiglardir. En yliksek fenolik madde miktar1 etil asetatli ekstraktlarda
21.05+0.33mgGAE/g olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivite DPPH, ABTS,
FRAP yontemleri ile degerlendirilmistir. En yiiksek antioksidan aktivite ABTS
yonteminde troloks esdegeri 30.32+1.62mg TE/g olarak tespit edilmistir.

Bir redoks reaksiyonu olan ve kisaca demir indirgeme kuvveti (FRAP) olarak
adlandirilan test, biyolojik materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiciinii yansitan,
elektron verme kapasitesinin antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir
(Arabshahi-Delouee ve Urooj 2006). Bir bilesigin ya da ham ekstraktin indirgeme
kapasitesi  Fe[(CN)6]+3’nin  Fe[(CN)6]+2’ye  indirgenmesiyle  Olciilebilir.
Indirgenmis iiriine Fe3+iin ilavesiyle 700 nm’de gii¢lii absorbansa sahip olan
Prussian mavisi renginde bir kompleks olan Fe4[Fe(CN)6] meydana gelir.
Absorbansdaki artis, kompleksin olusumundan kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla
artan indirgeme kapasitesini gdstermektedir.

Indirgeme giiciinde absorbansin artmasi ile antioksidan kapasite dogru
orantilidir. En yiiksek absorbansa sahip S.clusiana TA metanol 6ziitiinde (2.476), en
diisiik indirgeme kapasitesi A. reuterianum TU aseton dziitiinde (0.111) absorbans
degerleri ile elde edilmistir.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTSe+ giderme aktivitesi de
sulu karisimlarin, iceceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme
aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Miller ve dig. 1996, Giil¢in ve dig. 2007).
Ekstrelerin katyon radikali giderim aktivitesi ABTS yontemine gore belirlenmistir.
Bu yonteme gore katyon radikal giderim aktivitesi en yiiksek ekstrakt A. reuterianum
TA metanol ekstrakti (%93.5) iken en diisiik katyon radikal giderim aktivitesi H.
lineata TA aseton ekstraktindan (%13.2) elde edilmistir.

Icerisinde C. persicum tiiriiniinde bulundugu antioksidan aktivite
¢alismasinda metanol ve su ekstraktlarinin ABTS ve Folin—Ciocalteu kolorimetrik
yontemleri ile antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Yapilan analizlere gore
metanol ekstraktlarinin daha giiglii antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir
(Tawaha 2007).

Calismada metanolik ekstraklarda var olan fenolik bilesikleri belirlemek

maksadiyla 9 ayr saf fenolik standart kullanilarak HPLC ile ayirma ve tanimlamalar
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yapildi. Bu amagla yapilan HPLC igerik analizi ile ekstraktlarda gallik asit, 3,4-
dihidroksi benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinamik asit kalitatif ve kantitatif olarak tayin
edilmistir.

Elde edilen kromatogramlardan ekstraktlarda total miktar1 ile en fazla
bulunan gallik asit, sinamik asit, ferulik asit, 4-hidroksi benzoik asit ve ardindan 3,4-
dihidroksi benzoik asit takip etmektedir.

Godevac ve dig., (2008) Allium ursinum L. tiiriiniin ugucu yaginin GC-MS
analizinde toplam yirmi adet bilesik kaydedip bu bilesiklerin siilfiir grubu bilesenler
oldugunu tespit etmislerdir.

Kyung, (2011) yapmis oldugu ¢alismada farkli Allium tiirlerinde genel olarak
stilfiirlii bilesenlerin oldugu (aliin, metil stilfoksit, allisin) ortaya koymustur. Genel
olarak Allium cinsinin aktivitesine igerigindeki kiikiirtli bilesenlerin katkida
bulundugunu saptamistir.

Sternbergia tiirleri lizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarda Amarylidaceae
alkaloitleri basta olmak iizere, lektinler ve fenolik asitler elde edilmistir (Nikolova ve
Gevrenova 2005) .

S.clusiana’nin  kimyasal bilesenlerinin  arastirildigt  bir  ¢alismada;
metilhekzadekanoat, oktadekanoik asit, hekzadekanoik asit gibi yag asitleri ve
esterleri ile N-(p-hidroksi-B-feniletil)-phidroksi- trans sinnamamit, [-sitosterol ve
glikozidinin de izole edildigi bildirilmistir (Al-Khalil ve dig. 1997).

Delazar ve dig (2009) O. procerum tiirii ile yaptig1 ¢alismada Sohxlet cihazi
ile metanol ekstraksiyonu elde etmistir. GC-MS igerik analizi ¢alismasinda toplam
23 bilesik belirlemistir. Bu bilesiklerden en fazla bulunanlar arasinda
phenylacetaldehyde (%7.57), hexahydrofarnesyl acetone (%8.13), docosan (%5.52)
and 5-methyl octadecane olarak belirlemistir.

Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin biyolojik aktiviteleri ile bitki
bilesiklerini taramak icin gelistirilmis basit biyo-testler, bitki ekstraktlari i¢in bir
kilavuz olarak kullanilabilmektedir. Biyo-testlerin pratik kullaniminda segilecek olan
canlt modelin yasam dongiisiiniin herhangi bir asamasinin olast kontaminantlara
kars1 dayanikli olmasi, kolay elde edilebilir olmas1 ve kolay kiiltiire edilebilmesi
gerekmektedir (Wells 1999). Bitkisel ilaglarin olasi yan etkilerinin hizli sonug veren
bir belirteci olarak Brine Shrimp Letalite Testi (BSLT), uygun bir test yontemidir.

Brine shrimp (A. salina); kiiltiiriiniin kolay yapilabilmesi, kisa jenerasyon zamani,
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kozmopolit yayilim ve ticari olarak dormant yumurtalarinin elde edilebilmesi
nedeniyle kisa siireli toksisite testi icin uygun bir test organizmasi olarak
popularitesini arttirmistir (Persoone ve dig. 1989). BSLA, LCsp diizeyinin tespitinde
de kullanilan toksisite testlerindendir. Bu larvalar, giiniimiizde biyolojik aktiviteleri
arastirilan Orneklerin ve bitkisel igeriklerin sitotoksisitesinin belirlenmesinde etkili
bir yontem olarak kullanilmaktadir (Sharififar ve dig. 2009). Yapilan Brine Shrimp
Letalite Testi (BSLT) sonuglarina gore metanol ekstraktlar1 igcinde en yiiksek
sitotoksik aktiviteyi 44.023 mg/mL LCsy degeri ile S.clusiana TA gosterirken en
diisiik sitotoksik aktiviteyi ise 242.226 mg/mL LCso degeri ile C.coum TU
gostermistir.

A. salina’nin kullanildig1 bazi akuatik toksisite testleri ile, rodentlerin (fare
veya rat) kullanildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup olmadigim
anlamak iizere bazi ¢alismalar yapilmis ve timit verici sonuglar elde edilmistir. Her
iki testten elde edilen LDsy degerleri, ayn1 kimyasallarin insanlar i¢in gegerli olan
akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle iyi bir
korelasyon oldugu gbzlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut toksisite
potansiyellerinin test edilip, insanlar i¢in gegerli olan akut dozlarla kiyaslandiginda;
akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi sonuglar verdigi
gbzlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda c¢oziinebilen maddelerin
toksisite degerlerinin saptanmasinda daha uygun olduguna da deginilmistir (Calleja
ve Persoone 1992, Lagarto ve dig. 2001). Yine bagka bir ¢alismada ise, A. salina ile
yapilan bu testin modifiye edilmis sekli ile alinan sonuglar, memeli hiicre kiiltiirleri
ile yapilan toksisite testlerinde alinan sonuglarla karsilastirilmis ve birbiriyle uyumlu
sonuglar elde edilmistir (Lewan ve dig. 1992). Biitiin bu veriler goz Oniine
alindiginda toksik maddelerin in-vivo olarak A. salina larvalarina olan oldiriicii
etkisi, hizli ve basit bir yontem olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir
(Choundhary ve Thomsen, 2001).

Giinlimiizde enfeksiyon hastaliklari, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu
en uygun antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Bunun i¢in de, o hastalikta etken
mikroorganizmanin antibiyotiklere kars1 gosterdigi duyarlilik deneyi sonuglarindan
faydalanilir. Bitki 6ziitlerinin antibakteriyal aktivitelerini tayin etmek amaciyla broth
mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir. Bunun i¢in bir adet Gram pozitif;
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve bir adet Gram negatif; Escherichia coli
(ATCC 25922) olmak {izere iki adet bakteri susu kullanilmistir. Test bakterilerinin
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duyarhiliklarini tespit etmek i¢in deneylere paralel olarak Gentamicin ve Oxacillin
antibiyotiklerinin MIK (minimal inhibisyon konsantrasyonu) degerleri de tespit
edilmistir. Sonuglara genel olarak bakildiginda A. reuterianum ekstrakti 25ug/mL
MIK degerine sahip olmakla hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler
tizerinde etkili olmustur.

Lazarevic ve dig., (2010) A. sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon
tiriiniin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Antioksidan
aktivitesinin (160 000 + 111 pumol) a-tokoferol asetata esdeger olarak bulundugu
antimikrobiyal aktivitesi i¢in ise bes bakteri tiiriine (P.aeruginosa, E. coli, B. subtilis,
S. aureus ve S. abony) ve iki mantar (A. niger ve C. albicans ) tiiriine karsilik MIC
yontemiyle test edilmis olup sonug olarak MIC degerlerinin 0.08 and 0.63 mg ml—1
arasinda degistigini saptamistir.

C. coum tiiriinlin biitanol ¢oziiciisii ile elde edilmis tuber ekstraklarin P.
aeruginosa suslarina karsi antibakteriyal aktivitesi agar kuyu difiizyon yontemiyle
test edilmistir. Testin sonucunda MIC degerinin (74 pg/mL) ¢ikmasi ile
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Shafiei ve dig. 2014).

Mnayer ve dig. (2014), yaptigi calismada Alliaceae familyasina ait bazi
tiurlerin  (A.sativum, A.cepa, A.porrum, A. tuberosum, A.ascalonicum ve
A.schoenoprasum) antibakteriyal aktivitelerini disk diflizyon metodu ile
incelemislerdir. Bunun i¢in iki Gram-pozitif S. aureus (ATCC 25923), L.
monocytogenes (ATCC 19115) ve ii¢ Gram-negatif S. typhimurium (ATCC 14028),
E. coli (ATCC 8739) ve C. jejuni (ATCC 33291) bakteri suslarini kullanmigtir. Elde
edilen sonuglara gore A.sativum tiiriiniin en biiyiik inhibisyon zon ¢apiyla (23 mm)
diger tiirlere gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.

C.coum ve C. mirabile tiirlerinden izole edilen saf saponinlerin maya
benzeri mantarlara (vajinal enfeksiyonlara sebep olan) ve bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitesi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Candida tiirlerine
kars1 daha etkili oldugu saptanmistir ve antifungal etkileri agisindan MIK degeri 80-
160pg/mL bulunmustur (Calis ve dig. 1996).

Sentetik insektisitlerin, tarimsal {iretimde (modern tarimda) yerini almasindan
20 y1l sonra, yaygin ¢evresel kirlenmeler yasanmis ve hedef olmayan organizmalar
ve insanlar lizerinde olumsuz etkiler gorilmiistir. Bu etkiler alternatif dogal
yontemlerin (genellikle bitkisel {iriinleri iceren) yeniden dogmasina neden olmustur

(Regnault-Roger ve dig. 2005). Mahsiil ve depolanmis iiriinlerin zararli boceklerden
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korunmasinda, bitkilerin, bitkisel materyallerin ve ham bitki {riinlerinin (botaniksel
bocek oldiriiciiler) kullanilmasi muhtemelen iiriin korumanin kendisi kadar eskidir
(Thacker 2002). Giiniimiizdeki alternatif stratejilerin ¢ogunun amaci klasik bocek
oldiirticiilerin kullanimin1 azaltmaya yoneliktir. Ekokimyasal kontrol yontemi bitki-
bocek iligkisine dayanan en Umit verici Stratejilerden biridir. Bitkilerdeki
biyokimyasal olaylardan sonra sentezlenen sekonder metabolitler, bitki-zararl
iliskilerinde 6nemli rol oynar.

Vektor kokenli hastaliklar her yi1l diinyada milyonlarca insani etkilemekte ve
vektor organizmalar ve zararli organizmalar ile miicadelede en biiyiik pay1 sentetik
insektisitler almaktadir. Ancak sentetik insektisitlerin ¢evre ve hedef dist
organizmalar lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle, ¢evreye uyumlu alternatif
miicadele yoOntemlerinin gelistirilmesi zorunluluk halini almistir. Sivrisinekler,
bulasict hastaliklara aracilik eden canlilar arasinda biyolojik potansiyelleri en yliksek
olanlardir. Culex pipiens (L.) Ill. ve IV. evre larvalar {izerinde yapilan metanol
ekstrelerin larvasit etkisi calismasinda, deney 4 farkli konsantrasyonda (100, 250,
500, 1000 mg/mL) yapilmistir. LCsp degeri bir populasyonun yiizde ellisini, LCg
degeri ise bir populasyonun yiizde doksanini 6ldiiren konsantrasyon degeridir ve bu
deger ne kadar diisiik olursa o kullanilan maddenin oldiiriictiliigii o kadar fazladir.

A. reuterianum tiiriniin 72 saat sonunda LCsp degeri agisindan
degerlendirildiginde, toprak alti kismi daha c¢ok toksik etki gdstermistir (A.
reuterianum toprak alti kismi LCso degeri: 114.12 mg/mL, A. reuterianum toprak
istli kism1 LCsp degeri: 293.22 mg/mL). Genel olarak A. reuterianum toprak alti
kismi1 daha ¢ok toksik aktivite gdstermis bulunmaktadir.

C.coum tiiriiniin 72 saat sonunda LCso degeri agisindan degerlendirildiginde
toprak alti kismi daha ¢ok toksik etki gdstermistir (C.coum toprak alti kismi LCsg
degeri: 296.80 mg/mL, C.coum toprak istii kismi LCsy degeri: 561.95 mg/mL).
Genel olarak C.coum toprak alti kismu daha ¢ok toksik aktivite gOstermis
bulunmaktadir.

H.lineata 72 saat sonunda LCsg degeri agisindan degerlendirildiginde, toprak
st kismi daha ¢ok toksik etki gostermistir. (H.lineata toprak istii kismi LCsp
degeri: 477.86 mg/mL, H.lineata toprak alti kism1 LCsp degeri: 1263.50 mg/mL).
Genel olarak H.lineata toprak istii kismi1 daha g¢ok toksik aktivite gostermis

bulunmaktadir.
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O. umbellatum 72 saat sonunda LCsy degeri agisindan degerlendirildiginde,
toprak tistii kism1 daha ¢ok toksik etki gostermistir. (O. umbellatum toprak tistii kismi1
LCso degeri: 172.33 mg/mL, O. umbellatum toprak altt kismi LCsy degeri: 394.55
mg/mL). Genel olarak O. umbellatum toprak tstii kismi daha ¢ok toksik aktivite
gostermis bulunmaktadir.

S. clusiana 72 saat sonunda LCsy degeri agisindan degerlendirildiginde,
toprak ustii kismi1 daha ¢ok toksik etki gostermistir. (S. clusiana toprak istii kismi
LCso degeri: 164.69 mg/mL, S. clusiana toprak alti kismi LCsy degeri: 521.77
mg/mL). Genel olarak S. clusiana toprak {istii kismi daha ¢ok toksik aktivite
gostermis bulunmaktadir.

Tiirler arasinda LCsq degerleri karsilastirildiginda larvalara karsi en yiiksek
insektisit etkiyi A. reuterianum tiirliniin toprak alti kismi (LCso: 114.12 mg/mL)
gostermistir.

Allium sativum ile yapilan bir c¢aligmada, sarimsagmn ¢ig veya kuru
eksraksiyonlarmin Culex cinsi sivrisinek larvalarma karst %90 toksik oldugu
bildirilmistir (Claire 1999).

Oz ve arkadaslarmin (2013) yaptigit Cyclamen tiirlerinin larvasidal etki
deneyinde, Cyclamen alpinum tiiriiniin yer alti kisminin etanol ¢oziiciisiiyle elde
edilen ekstratin 3. ve 4. evre sivrisinek larvalarinda 72 saat sonrasinda LCgq degeri
493.8 ppm bulmuslardir.

Boceklerle miicadelede sentetik kimyasallarin  kullanilmasit  durumunda
biyolojik parcalanma siirelerinin dogal kimyasallara nazaran uzun olmasindan dolay1
cevresel sorunlara neden olmaktadir (Isman 2006). Bu nedenle son zamanlarda
zararlilarla miicadelede alternatif, dogal insektisitlerin gelistirilmesi konusunda
caligmalar yayginlasmistir (Murray ve dig. 1999, Scott ve dig. 2003, Gokce ve dig.
2006, Atanasov ve Gerasimova 2007). Bitkilerden elde edilen ekstre ve saf
maddelerin zararlilara kars1 toksik, uzaklastirici, beslenmeyi engelleyici, gelismeyi
ve ¢cogalmay engelleyici etkileri oldugu rapor edilmistir (Singh ve dig. 1989, Shukla
ve dig. 1989, Mwangi ve dig. 1992, Shaaya ve dig. 1993, Schmitt 1994, Ndungu ve
dig. 1995). Derris spp., Lonchocarpus spp. ve Tephrosia spp. bitkilerinin
koklerinden elde edilen “rotenon” bilesigi 1930°lu yillardan beri Leptinotarsa
decemlineata’ya kars ticari bir insektisit olarak kullanilmaktadir (Duke 1990).

Cetin ve arkadaglar1 (2006) bes Labiatae (lamiaceae) tiiriiniin (Teucrium

divaricatum Sieber, Mentha longifolia (L.) Huds., Melissa officinalis L., Salvia
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sclarea L. Mentha pulegium L.) yer istii kisminda Culex pipiens’e karsi larvasidal
etki deneyinde LCsq degerleri sirastyla 18.6, 26.8, 39.1, 62.7 ve 81.0 ppm degerleri
olarak belirlemis ve en toksik tiirii Teucrium divaricatum olarak bulmustur.

Cyclamen hederifolium ile yapilan ¢alismada yumrular1 doviliip belli bir
miktar suyun i¢ine konularak, daha sonra siiziiliip suyu tiitiin fideligine verilerek
zararli bocekleri oldiiriicii olarak kullanilmustir (Tuzlaci 2004). Icerigindeki
saponinlerin boceklere karst olan toksitesinin, bitkiyi bocek saldirilarina karsi
korudugunu gostermektedir.

Tarimsal iiretimde gizli diisman olarak kabul edilen ve Onemli {iriin
kayiplarina sebep olan parazit nematodlarla savasimda kullanilan bir¢ok sentetik
nematisitin lirlinde biraktig1 kalintt miktarlar1 ve ¢evresel kirlenmeye yol agmalari,
arastiricilar diisiik riskli ve doga dostu olan biyopestisitlerin kullanimi diisiincesine
sevketmistir. Nematisit etkili oldugu bilinen veya potansiyel oldugu diisiiniilen baz1
bitkilerden alternatif tarimsal savasim yontemleri olarak yararlanilmaktadir.

Bitkilerde bulunan toksik bilesiklerden olan sekonder metabolitlerin,
sentezlendigi bitkide primer fizyolojik siirecte ¢ok az derecede dneme sahip olsa da
nematisit etkileri bakimindan o6nemleri bulunmaktadir (Tan 2011). Antihelmint
aktivite testi i¢in helmint grubu olan nematod 6rnekleri kullanilmistir. Nematodlara
metanol ekstraktlari uygulanmis ve nematodlarin 6liim siireleri takip edilmistir.
Yapilan test sonucunda 20 dakika siire ile en kisa zamanda oliim gostererek
antihelmint aktivite gosteren ekstrakt S.clusiana TA ekstrakti olmustur. Literatiirde
bu tez ¢alismasinda kullanilan bitkilerin antihelmint aktivitelerini kiyaslamak igin
ayni bitkilerle yapilmis herhangi bir ¢aligmaya rastlanilamamagtir.

Sonug olarak; geofit tiirlerinin biyolojik aktivitlerinin arastirildigr bu tez
calismasinda sonuglar umut vadeci kabul edilmektedir. Bu ¢alisma sonuglarinin gida,
eczacilik, tip ve dogal tedavi basta olmak {izere bir¢cok alanda dogal bilesiklerin
kullanilmasia yonelik artan caligmalara katki saglayacagina inanilmaktadir. Daha
sonraki caligmalarda biyoaktiviteye sahip etken bilesiklerin izolasyonu,
saflastirilmast ve yapisinin aydinlatilmasi ¢aligmalar1 gergeklestirilebilir. Caligilan
baz1 bitkilerin (A. reuterianum ve H. lineata) endemik bitkiler olmasiyla ¢alismamiz
sahip oldugumuz dogal zenginligin ¢ok yonlii kullanimini ortaya koymasi agisindan
onem tagimaktadir. Caligilan bitkilerin s6z konusu biyolojik 6zelliklerinin ilk kez bu

calismayla arastiriliyor olmasi, calismanin 6zgiin degerini arttirmaktadir.
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