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OZET

Anemone coronaria
EKSTRAKLARININ FENOLIK BILESENLERININ VE BAZI BiYOLOJIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
RUSIF YUSIFLI
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOV)
DENIZLI, HAZIRAN 2019

Bu calisma, Ranunculaceae familyasina ait yumrulu bir bitki olan Anemone
coronaria tiiriiniin etanol, aseton ve su ekstraktlari {izerinde yapilmistir. Anemone
coronaria tlirliniin yer alt1 ve yer ustii kisimlarinin ekstraktlarinin HPLC y6ntemi ile
fenolik iceriklerinin belirlenmesi, i¢erdikleri fenolik bilesenlerin, flavonoidlerin ve
tanenlerin miktar tayinleri, antioksidan yontemleri kullanarak p-Karoten, DPPH,
ABTS, Cuprac, Fosfomolibdenyum, Metal selatlama ve FRAP deneyleri yapilmstir.
Bunlarin disinda tiiriin ekstraktlarinin Tirozinaz enzimi iizerinde inhibe edici,
Artemia salina tizerinde sitotoksik etkilerine, ev sinegi (Musca domestica) ve
sivrisinek (Culex pipiens) iizerinde ise larvasidal etkilerine bakilmistir. Sonug olarak
en ylksek antioksidan etki yer istii kisminin etanol ekstraktinda 6.39+0.12
mg/mL(ICso0), en diisiik antioksidan aktivite ise yer dstii kisminin su ekstraktinda
0.25+£0.06 mg/mL(ICs0) goriilmiistiir. En yiiksek fenolik bilesen miktar1 yer Ustii
kismin aseton ekstraktinda 68.33+0.03 mg GAE/g, en yiiksek flavonoid miktar1 yer
istii kismmin aseton ekstraktinda 118.42 mg QE/g, en yiiksek tanen miktar1 ise
aseton yer Ustli kisminda 55.49+0.05 mg/mL olarak bulunmustur. Bunlarin diginda
tiirlin ekstraktlarinin enzim inhibe edici, sitotoksik ve lavrasidal etkilerinin oldugu da

bu ¢alismada deneylerle kanitlanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, HPLC, Musca domestica, Culex pipiens,

Ranunculaceae, Anemone coronaria



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES AND
PHENOLIC COMPOUNDS OF Anemone coronaria
MSC THESIS
RUSIF YUSIFLI
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOYV)
DENIZLI, JULY 2019

This study was carried out on ethanol, acetone and water extracts of Anemone
coronaria, a tuberous plant belonging to Ranunculaceae family. Determination of
phenolic contents of extracts of underground parts of Anemone coronaria species,
quantification of phenolic compounds, flavonoids and tannins they contain,
determination of antioxidant activity were performed. In addition to this, the
inhibitory effects of the species extracts on tyrosinase enzyme, cytotoxic effects on
Artemia salina and larvacidal effects on house fly (Musca domestica) and mosquito
(Culex pipiens) and chemical content was analyzed by HPLC. As a result, the
highest antioxidant effect was 6.39+0.12 mg/mL(IC50) in the ethanol extracts of the
surface and the lowest antioxidant activity was 0.25+0.06 mg/mL(IC50) in the
underground extracts. The highest amount of phenolic compounds was found in the
acetone extract 68.33+0.03 (mg/mL GAE/qg) of the surface part, the highest amount
of flavonoids was found in ethanol extracts of the surface part 118.42 (mgQE/g), and
the highest amount of tannin was found in the acetone above gorund extracts
55.49+0.05 mg/mL. In addition, the enzyme inhibitor, cytotoxic and larvacidal
effects of the extracts of the species were also proved by experiments in this study.

KEYWORDS: Antioxidant, HPLC, Musca domestica, Culex pipiens,

Ranunculaceae, Anemone coronaria
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1.GIRIS

Dogada tiirlinii ve sayisini bilmedigimiz binlerce bitki bulunmaktadir. Cok
eski caglardan beri insanlar bu bitkilerin tedavi edici ve zehirli bitkiler olarak
tanimlanip kullanilmaya baslanilmistir. Son yillarda hiz kazanan bu arastirmalar ¢cok
sayida bitkilerin insan sagligina olan yararlar1 belirlenerek tedavide ilag, gida ve sifa
olarak kullanilmaya baslanilmistir. Bu nedenle anason, hashas, kimyon gibi ¢ok
sayida bitkilerin tarimi yapilmaktadir. 20. yiizyilin baslarindan listelenen ilaglarin
yiizde %40’ indan fazlasi bitkisel olmasina ragmen 1970°li yillarin ortasinda bu oran
%5’ ten daha asagiya diismiistiir. Ancak 1990’11 yillardan sonra bitkilerin yeni
kullanim alanlarin bulunmasi dogal iiriinlere olan talebin gittikce artmasina neden

olmustur (Kumar 2009 ).

Diinya Saglik Orgiitii son yillardaki verilerine gére 20.000 den fazla bitki tiirii
tibbi amacla kullanilmaktadir (Baser 1997; Lange 2006). Ulkemiz cografi konumu,
iklim ve bitki ¢esitliligi, genis yiiz Olglimii, tarimsal potansiyeli tibbi bitkiler

ticaretinde onde gelen iilkelerdendir.

Tibbi ve aromatik bitkiler terimi genelde birlikde kullanilmaktadir. Tibbi
bitkiler hastaliklarin dnlemek, iyilestirmek ve saglig: siirdiire bilmek i¢in ilag olarak
kullanilmaktadir. Aromatik bitkilerin parfiimeri ve kozmetik sekdtiinde genis olarak

kullanim alanlar1 mevcuttur (Anonim 2005).

Bitkisel ilag, i¢inde birden fazla islenmis ve ya islenmemis bitki bilesimi
maddesi igeren tedavi edici 6zelligi, hastaliklar1 onleyici ve insan sagligina yararl
olan bitkilerden tiiretilen {irtinlerdir. Bu tanimlama altinda, bitkisel ilaglarin
islenmemis bitkisel materyal, islenmis bitkisel materyal ve tibbi sifali ot (herbal)

tirtinleri olmak tizere 3 ¢esidi bulunmaktadir (Van Overwalle 2007).

20. yiizyilin baslarinda incelenen ilag listelerinin %40’indan fazlasi1 bitkisel
kokenli iken sonraki dénemlerde kullanimi azalmistir bununda nedeni teknolojinin
getirdigi yenilikler, sosyal ve politik degisimler olmustur. 1980-1990. yillarda
gelismis iilkelerde bitkisel iirlinlere olan ilgi dogal iiriinlerin kullanimini arttirmistir

(Baser 1998).



Giiniimzde bitkiler tibbi, baharat, tatlandirici, koku ve siis olarak kullanilmaktadir.

Ulkemizde siis bitklerin kullanimi Osmanli donemine dayanmaktadir. Diinya
pazarinda siis bitkileri sektorii basinda gelen tilkeler Hollanda, ABD ve Japonyadir.
Ulkemizde bu sektdrde 27.siradadir. Tiirkiyede siis bitkilerinin yetistirildigi baslica
sehirler Yalova, Izmir, Antalya ve ¢evresindeki sehirlerdir. Siis bitkileri dort alt
grupta incelenmektedir: kesme ¢igekler, i¢ mekan, dis mekan ve dogal ¢igek
soganlar1 (geofitler). Ulkemiz geofit bitkiler agisindan da c¢ok zengindir. Geofit
bikiler yer alti kisimlar1 degisime ugramis rizom, sogan, tuber yapisini alarak depo

ozelligi kazanmus bitkilerdir (Anonim 2001).

Ulkemizde 73 cinse baglh 816 geofit tiirii bitki yetismektedir (Seyid
2013).Genel olarak bu bitkiler Karadeniz, Akdeniz, Ege ve Toros bdlgelerinde
yayilig gostermektedir (Sekeroglu 2012).

Genel olarak geofitler Liliaceae, Amaryllidaceae, Ranunculaceae, Iridaceae,
Primulaceae, Araceae, Geraniaceae ve Orchidaceae familyalarinda yer almakta
cogunlugu ekonomik ve tibbi dnem tasiyan tiirler igermektedir (Baskose 2012).
Geofit bitkiler govdelerinin yer altinda olmasi ile olumsuz hava kosullarinda diger

bitkilere oranla daha dayaniklik gostermektedirler (Baytop 1999).

Geofitler tibbi, aromatik olarak kullanilmakla yani sira siis bitkisi olarak
kullanilan tiir bitkileride bulunmaktadir. Calismasi yapilan Anemone coronaria
bitkisi geofit bir bitki tiirtidiir.



1.1 Anemone coronaria Bitkisinin Botanik Ozellikleri

1.1.1 Ranunculaceae (Diigiin cicegigiller)

Ranunculacae familyas1 55 cins ve 2200 tiir igerir. Bunlardan yaklasik 20
cins ve 1200 tiirii endemik olarak blinmektedir. Bu familyada bulunan bitkiler
Kuzey yarimkiirenin 1liman ve soguk yerlerinde yayilis gostermektedirler.
Ulkemizde zehirli bitkilerinde bulundugu 17 cins ve 234 tiirii bulunmaktadir
(Nezahat 2009). Familyanin iiyeleri genellikle otsu ve nadiren odunsu bitkilerdir.
Baz1 tiirlerinden uyusturucu madde ve siis bitkisi olarak yararlanilmaktadir.
Cigekleri ovaryum iist durumlu , erdisi ve 1sinsaldir. Cigek Ortiisii tek sirali ve ya
iki sira tlizerinde dizilidir. Korolla ve kaliks bazen ayirt edilemez. Stamenler
cevreden merkeze dogru cok sayida spiral dizilislidir. Anterler disa yonelimli
yapidadir. Disi organ, apokarp, nadiren tek karpelli ve birlesiktir. Meyve aken ve
folikiil, ¢i¢ceklenme durumu ¢ok cesitlidir. Tohumlar kiigik ve yag dokulu
besidokuya sahiptir (Davis 1965 ; Se¢gmen 1995).

1.1.1.1 Anemone

Genellikle daginik alanlarda, kuzey yarim kiirenin serin ve 1liman
bolgelerinde yaygin 60 kadar tiirii bulunmaktadir. Anemone cinsinin iilkemizde 8
tiirli ve 12 taksonu bulunmaktadir. Genel olarak {ilkemizde Aydin, Antalya, Mugla,
Denizli ve Izmir bélgelerinde dogal olarak bulunmaktadir. Renkli ¢igeklere sahip cok
yillik otsu bitkilerdir. Cicekleri simmetrik, tek veya semsiye durumlu ciceklerde
canak yapraklar 4-5 adet veya daha fazla, tag yaprak gibi renklidir. Cicek sap1
tizerinde el parmaklar seklinde pargali ve onu cevreleyen bir yaprak olusumuna
sahiptir. Yapraklar sadece koke yakin kisimlardadir. Kok yapisi kazik ve rizom
tipindedir (Davis 1965; Se¢men 1995).

1.1.1.2 Anemone coronaria

Ana vatam1 Ege denizi kiyilaridir. Iliman iklim kusaklarinda yetismektedir.
Cigeklenme zamani nisan ve mayis aylaridir. Cok yillik, yumrulu kdke sahip, 20-35
cm boylanan bitkidir. Yaprak kenarlart disli ve damarhidir. Cigekleri mavi, mor,

kirmizi, pembe, karisik ve sade renkleri olanlarida vardir. Cigekleri siirgiin ucunda



tek olarak bulunmaktaadir. Meyvesi kapsiil ve iliziimsii bigimdedir (Davis 1965;
Segmen 1995).

Sekil 1.1: Anemone coronaria

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta
Simf: Magnoliopsida
Takim: Ranunculales
Familya: Ranunculaceae
Cins: Anemone sp.

Tir: A. coronaria



1.2 Sekonder Metabolitler

Son yillarda bitkilerin ¢evreye adaptasyonunda, herbivorlara, otgulara ve
mikroorganizmalara karsi savunmalarinda rol oynayan bu molekiillerle ilglili
arastirmalar artmaktadir. Bu nedenle ki bu molekullar bitkinin hayatini devam etmesi
acisindan 6nem arz etmektedir. Bitkilerin temel fonksiyonlarmi devam etmesinde

primer metabolitler, sekonder metabolitler ise primer metabolitlerden biyosentetik

yolla tiretilmistir.
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Sekil 1.2: Sekonder metabolit ve primer metabolit iligkisi

Biyolojide ikincil metabolit kavrammi Kossel'e atfedilebilir. Bu
metabolitleri birincile gére tanimlayan ilk bilim insanidir (Bourgaud 2001 ). Bundan
otuz yil sonra Onemli bir adim Czapek tarafindan yapildi ona gore sekonder
metabolitler ikincil modifikasyon dedikleri seyden tiiremis olabilirler (Czapek 1921
). Giiniimiizde biyoteknolojinin ilerlemesi ile bu molekiillerin bitkilerin g¢evreye
adaptasyonunda onemli rol oynadiklari ortaya konmustur. Ikincil metabolitler
antimikrobiyal, antifungal ve antiviral olarak tanimlanmis birlesikleri kullanarak
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patojenlere, gevresel etkilere, stres ortamlarina, herbivorlara karsi bitkileri korur.
Sekonder metabolitler genel olarak biyosentetik yolla ii¢ biiyiilk molekiil ailesine

ayrilmaktadir. Bunlar terpenler, fenolikler ve alkaloitlerdir (Mammadov 2014).

=
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s |
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Sekil 1.3: Sekonder metabolitlerin siniflandiriimasi

Fenolikler ¢ogunlukla pigmentlerle temsil edilen biitiin bitkilerde bulunan bir
gruptur. Bu grupta yaygin olarak lignin sentezinde yer alanmolekiiller bulunur ki, bu
da tiim yiiksek bitkiler i¢in yaygin bir madde olarak kabul edilir. Kimyasal olarak
asidik hidroksil grubu igeren aromatik birlesiklerdir (Mammadov 2014).

Alkoloidler bitkiler aleminde daha seyrek dagilim gosterir ve tanimlanmis
bitki cinsi ve tiirlerine gore spesifiktir. Sekonder metabolitlerin bdyle bir dar dagilimi
kemotaksonomi ve kimyasal ekolojinin temelini olusturur. Ytiizyillar boyu insanlar
alkoloidleri zehir, biiyii, tedavi edici, agr1 kesici ve g¢esitli maksatlar igin
kullanmiglardir. Bitkilerde alkoloidler, herbivorlara, sineklere ve mikroorganizmalara
kars1 savunmada gorev alir. Genellikle 6zellesmis dokularda ve hiicrelerde iiretilerek
depo alanlarina transfer edilir. Baz1 bitkiler birden fazla alkoloid sentez ede bilir
(Mammadov 2014).

Terpenler besli karbon birimlerine gore siniflandirilir:hemi (C1), mono
(C10), seski (C15), di (C20), tri (C30), tetra (C40) ve politerpenler (C80)
biriminden.Bitkiler glandular trikomalar,epidermis ve salgilama kaviteler gibi

Ozellesmis dokulardan gesitli terpenoidler tiretmektedirler (Alvarez 2014 ).



Yiizyillardir ikincil metabolitlerden biiylik biyolojik aktiviteleri nedeniyle
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Glinlimiizde eczacilikda ve kozmetik sektdriinde
kullanilmaktadir. Son yillarda batili iilkelerde kullanilan ilaglarin % 25'inin bitkisel
kokenli oldugu ortaya konulmustur. Ornek olarak kaynagi sogiit agaci olan

aserilsalislik igerikli aspirin verile bilir ( Payne 1991).

1.2.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller eslesmemis elektronu olan bir¢ok fizyolojik ve patolojik
reaksiyonlar sonucunda olusan reaktif molekiillerdir. Genel olarak Re simgesi ile
gosterilmektedir. Bu molekiiller protein, lipit ve niikleik asit gibi dnemli molekiilleri
tahrip ederek reaksiyonlar baslata bilirler. Serbest radikaller pozitif, negatif ve notr
ola bilirler. Serbest radikaller eslesmemis elektronlar bulundurduklarindan dolay1
diger maddelerle kolayca reaksiyona gire bilirler. Serbest radikallerin yararli ve
zararli taraflar1 vardir. Dislik yogunlukda kanser hiicrelerinin o6ldiiriilmesi,
enfeksiyonlara karsi savunma fonksiyonlar: ile birlikte intraselliiler depolardan

kalsiyum salinimi ve bazi hiicresel sinyallerin aktivasyonunda rol oynamaktadir

(Turan 2016).

Zararlt serbest radikal tiirevleri canli organizmada anabolik ve katabolik
yikima neden olmaktadir. Saglikli bir organizmada bu durum bir denge igerisindedir.
Bu denge bozuldugunda birgok hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir ve bu durumada
oksidatif stres denilmektedir. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen tiirevli ola bilirler.
Oksijen tiirevli serbest radikaller ROS, nitrojen tiirevli serbest radikaler RNS olarak
isimlendirilir Reaktif nitrojen tiirleri arasinda nitrik oksit (NO.) ve nitrojen dioksit
(NO2), oksijen tiirevleri arasinda ise siiperoksit (O2), hidroksil (OH), peroksil
(ROO), lipit peroksil (LOO), ve alkoksil (RO) radikalleri sayilabilir (Halliwell ve
Gutteridge 1999; Valko ve dig. 2007).



Tablo 1.1: Reaktif Oksijen Turleri

Radikaller

Radikal Olmayanlar

Stiperoksit O2 Hidrojen peroksit H2 02
Hidroksil OH" Hipoklordz

OCL
Peroksil ROO Hipobromoz HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO2 Ozon O3

Lipid peroksil LOO

Tablo 1.2: Reaktif Nitrojen Turleri

Radikaller Radikal Olmayanlar

Nitrik oksit NC Nitrik asit HNO2

Nitrojen dioksit Nitroksil katyonu NO*

NO>
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetraoksid N204
Dinitrojen trioksid N203
Peroksinitrit ONOO*
Peroksinitrik asit ONOOH"
Nitronyum katyonu NO:*
Nitril klorid NO.CL
AlKil peroksinitrit ROONO




1.2.1.1 Serbest Radikal Kaynaklar:
Serbest radikaller organizmamizda hem eksojen hem de endojen kaynakli ola

bilir. Metabolizmamizin i¢ dengesinin bozulmasiyla hiicrelerimizde ve ¢evresel

etkenlerin nedeni ile sturekli olarak serbest radikaller tiretilmektedir.

1.2.1.2.1 Endojen Kaynakh Olarak

1) Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidasyonu ve mitokondriyel sitokrom oksidaz
gibi ¢esitli kaynaklardan

2) Viicut yogunlugundan ve zihinsel streslerden kaynaklanan toksik serbest
radikaller tiretebilir

3) Immun sistemi patojenlere kars1 oksi radikaller iiretebilir

4) Yangi durumunda sitokinler serbest kalir ve makrofajlar, nétrofiller serbest

radikalleri tiretmeye baslar (Hayrullah 2016).

1.2.1.2.2 Eksojen Kaynaklh Olarak

1) Sigara, egzoz dumani ve alkol kullanimi1

2) Gamma, UV isinlar1

3) Volkanik faaliyetler

4) Pisirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi

5) Temizlik iiriinleri, parfiimler, boyalar ve giinlik yasantimizda kullandgimiz

Kimyasal tirinler (Hayrullah 2016).

Serbest radikaller hiicresel olarak lipitler, proteinlere, karbonhidratlar ve
DNA da hasar olusturmaktadir. Lipitler serbest radikal hasarina karsi son derce
hassastir. Serbest radikaller lipitler ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna
sekillendirir. Sekillenen lipit peroksidasyonundan kaynaklanan hasar hiicrenin
fonksiyonu i¢in son derece zararlidir. Proteinlerin serbest radiallerden etkilenme
derecesini amino asit igerikleri belirler. Serbest radikaller DNA da oksidatif hasara
yol ag¢maktadir. Hidroksil gibi serbest radikaller karbonhidratlar bir hidrojen

atomunu ¢ikararak karbon merkezli radikal iiretirler (Devasagayam ve dig. 2004).



1.2.2 Antioksidanlar

Serbest radikallerin viicudumuzda olusturabilecek zararlarini 6nlemek igin
antioksidanlar kullanilir.  Antioksidanlar serbest radikalleri ortadan kaldiran,
temizleyen ve hiicresel hasar1 6nleyen maddelerdir. Bu maddeler ya viicudumuz
tarafindan dogal olarak iiretilir yada disaridan ilave olarak alinirlar. Hem endojen
hem de eksojen antioksidanlar savunma sistemimizin etkisini artirarak hastalik
riskini azaltirlar (Shinde ve dig. 2012). Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini
engelleyen,detoksifikasyonunu  engelleyen olusturabilecek hasarlar1  6nleyen
savunma mekanizmalar1 olarak tanimlanabilir (Sener ve dig 2009). Serbest
radikallere baskiliyici, onarici, enzimatik, zincir kirici, hiicresel olarak etki

mekanizmalar1 vardir. Antioksidanlar dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilmaktadir.

1.2.2.1 Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak iki grupa ayrilir.
Eksojen kaynakli antioksidanlar viicudumuz tarafindan iiretilmeyen bitkilerden,
meyvelerden ve sebzelerden gida olarak kabul ettiklerimizden aldigimiz maddelerdir.
Endojen kaynakli antioksidanlar viicudumuzun savunma mekanizmalar1 tarafindan
tretilen maddelerdir ve bu maddeler enzimatik, nonenzimatik olarak ikiye

ayrilmaktadir (Yavaser 2011).

1.2.2.1.1 Viicudumuz Tarafindan Sentezlenen Antioksidanlar.
a) Enzimatik antioksidanlar

Viicudumuzun savunma sistemi tarafindan tretilen antioksidan maddelerdir.
Bu maddeler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon reduktaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz, hidroperoksidaz, glutatyon-S-
Transferaz (GST) ( Sener ve dig 2009).

b) Enzimatik olmayan antioksidanlar
Enzimsel olamayan antioksidanlar arasinda melatonin, seruloplazmin,
transferrin, myoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirat,

laktoferrin, albumin sayilabilir ( Sener ve dig 2009).
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1.2.2.1.2 Viicudumuz Tarafindan Sentezlenmeyen Antioksidanlar
Karetonoidler (likopen, beta karoten,| utein), fenolik birlesikler ve vitaminler
(A,C,D, ve B grup vitaminleri ) viicudumuz tarafindan sentez olunmayan

antioksidanlardir.

a) Fenolik bilesikler

Biitin  bitkilerde bulunan c¢ogunlukla pigmentlere temsil edilen
antioksidanlarin bliyiik bir grubunu olusturur. Kimyasal olarak fenolik birlesikler
aromatik bir benzen halkasina bir hidroksil grubu ekelenmesiyle olusan fenol ve
piran halkalarim1 tasiyan benzo-y-piron tiirevleridir. Bu grupa lignin gibi hiicre
duvarimi giiglendiren, bitkiyi koruyan, tozlanmada, tohum gelisiminde gorev alan
bilesikler bulunmaktadir. Fenolik bilesikler bir benzen halkasi igeren bitkiyi stres
ortamlarma karsi koruyan savunma mekanizmasi tarafindan olusturulan sekonder
metabolit tiirevidir (Alasalvar ve dig 2001). Bu birlesikler yapilarindan dolay1
polifenoller olarak adlandirilir. Polifenoller meyve ve sebzelere renk vermek ayni
zamanda agizda buruk bir tat birakma yoniinden bir kismi daha ¢ok etkilidir
.Antioksidan ozellikleri demir indirgeme ve serbest radikalleri baglama giicline
dayanmaktadir (Cemal ve Recep 2014). Giinliik yasantimizda tlikettigimiz sebze,
meyve ve igeceklerin igeriginde bulunan fenolik madde alinimi 50-800 mg olarak
degismektedir ( Pietta P-G 2000).

R @) OH

Sekil 1.4: Antrakinon yapisi

b) Flavonoidler

Insan viicudunda sentezlenemeyen antioksidan ve selatlama 6zelligine sahip,
hidroksil ve peroksil radikallerinin siipiiriiclileridir. Bitki ekolojisinde saridan
kirmiziya hatta koyu mora kadar renk verme gibi farkli rollere sahiptir.
Viicudumuzda enzim aktivitelerini diizenleyici, serbest radikal stipiiriicii, antibiyotik,
antialerjik, ishal ve iltihap 6nleyici ilag olarak 6nem tasimaktadirlar (Capanoglu ve

Boyacioglu 2009).
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Sekil 1.5: Flavonoidin kimyasal yapisi

Flavonoidler on bes karbon atomunu kapsayan C6-C3-C6 konfigurasyonunda
diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Yap1 iki fenil (A ve B halkalar1) halkas ile
bagli olan ti¢lii bir karbon kopriisiiden (C halkasi) olusur. Bu bilesenler ¢ogu kez 3,
5,7,2°,3, 4, 5 pozisyonlarinda hidroksillenmislerdir. Renklerinin sar1 olmas1 ile
latince sar1 anlamina gelen “flavus” sozciigiinden tiiretilerek flavonoid adini
almiglardir. Fenolik bilesenlerin en yaygin gruplarindandir. Flavonidlerin biiyiik bir
kismina flavon ve flavan tiirevleri gibi bakilabilir. Farkli gruplar altinda olan bu
maddelerin tiimiini bitkilerden sentez olunma 6zellikleri birlestirmektedir. Flavan
bilesenleri katesin, antosiyanidin ve proantosiyanidin; flavon tiirevleri ise flavonlar,
izoflavonlar, flavononlar ve flavonoller gibi en O6nemli gruplar igermektedirler

(Mammadov 2014).

Antisiyonidin pigmentler arasinda en baskini siyonidin tiirevleri ardinca
delfinidin, peonidin, pelargonidin, petunidin ve malvidin tiirevleri onu izlemektedir.

( Oomah ve Mazza 1999).

Flavonlar Cz karbon atomuna hidroksil grubunun eklenmesiyle olusan agik
sar1 renkli birlesiklerdir. Baglica flavonlar apigenin, luteolin, tangeritin, Kkrusin,

baikalein, skutellarein, vogonin'dir (Turgay ve dig 2017) .

Flavanonlarin C halkasinda doymamis bir karbon - karbon bagina sahiptirler.
Yapilarint dayaniksiz dihidro-y-piron halkasi olusturur. Bu nedenle flavanonlar baz
ve asitlerin etkisi ile parcalanarak uygun kalkonlara doniisiirler. Flavanon yapisinda

bir asimetrik karbon atomu bulundugundan, iki optik izomer ya da rasem karisim
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halinde bulunurlar. Flavanonlar genelde kalkonlarla birlikte, ¢ogunlukla da
glikozitlenmis halde bulunurlar. Bu giline kadar 50°den fazla flavanon bitkilerden
izole edilerek teshis edilmistir. Aglikon ve glikozitler olarak dogada bulunurlar

(Mammadov 2014).

Katesinler hemen hemen her meyvede bulunan renksiz bilesiklerdir.Havadaki
oksijen ile reaksiyona girerek reaksiyon sonucu oligomer ve polimerlere kondense
olarak proantisiyonidinleri olustururlar. Kimyasal yapisinda Cz hidroksi grubu

icerdiginden flavan-3-ol olarakda adlandirilirlar (Turgay ve dig 2017) .

Tablo 1.3: Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Superoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit o-lipoik asit
Glutatyon reduktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen Antioksidanlar Ila¢ Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar
a —tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri

B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9 ) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

Demir redoks dongiisii inhibitorleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1))

Barbituratlar

Demir selatorleri
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c) Fenolik asitler

Fenolik asitler benzoik asitin tiirevleridir.Bitkilerin yapisinda yaygin sekilde
bulunmaktadirlar. Serbest halde bulunmayan fenolik asitler sinamik asit ve benzoik
asitlerin hidroksillenmis tiirevleridirler. En yaygin hidroksisinnamik asit tiirevleri p-
kumarik, kafeik ve ferulik asit’lerdir. Hidroksibenzoik asit tiirevleri genelde
gidalarda glikozid formunda bulunmaktadirlar. Hidroksisinamik asitler ¢ogunlukla
asit tiirevleridir. Hidroksil grubunun fenilpropan halkasina baglandigi konumu ve
sayisina farkli 6zellikler gosteren: ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve sinapik
asit tiirevleri 6n plana ¢ikmaktadir. Hidroksibenzoik asitler hidroksisinamik asitlerin
B oksidasyonu ile olusur. En ¢ok bilinen hidroksibenzoik asit tiirevleri: salisilik asit,
p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, siringik asit, gallik asittir (Turgay ve dig
2017) .

5 6

4@('” = CH— COOH

'.i =]

3 i»

4 @ COOH

3 2

Sekil 1.6: Sinamik asit ve benzoik asit yapisi

d) Tanenler

Cay, bakla gibi bitkilerden elde edilen agik sari, kahverenci toz seklinde
bi¢imsiz tannik asit olarak bilinen polifenolik birlesiklerdir. Genellikle kok, odun,
kabuk, yaprak ve meyvelerinde bulunur. Bitkileri donmaktan ve kok dokusunda
yerlesenler bitki patojenlerinden Kkorur. Hayvanlar igin faydali olabilecek
seviyelerden Oliimiine yol aca bilecek seviyelere kadar degisiklik gostermektedir.
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Tanenler , mese palamudunda ve ¢ayda bol miktarda bulunmaktadir. Molekiiller
yapilarina gore iki gruba ayrilmaktadirlar. Hidrolize olabilen ve hidrolize olamayan
bilesikler. Hidrolize olabilen tanenler merkezde karbonhidrat ve fenolik gruplarla
esterlesmis  hidroksil  gruplar1  igerirler.  Hidrolize  olamayan tanenler
(proantisiyonidinler) kimyasal yapilarindan dolay1r kondanse tanenler olarakta
bilinirler. Proantisiyonidinler asidik alkol ¢dzeltilerinde 1sitilmasiyla kirmizi
antosiyanidin olusumuna neden olan oksidasyon reaksiyonunu katalizler. Reaksiyon
sonucu tretilen antosiyanidinlerden en ¢ok bilinenlerisiyanidin ve delfinidin’dir ( S.
Asli ve Fulya 2007).

1.3 Sentetik Antioksidanlar

Biyomolekiilleri oksidatif hasardan koruyan besinlerdeki istenmeyen koku ve
tat olusumunu engelleyen antioksidan ozelligiyiiksek bilesiklerdir. Sentetik
antioksidanlar dogal antioksidanlarin en etkin analogunu taklit edecek sekilde
gelistirilirler. Endiistride daha c¢ok sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir.
Bunlaradrnek olarak biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), Propil gallat (PG) ve ter-biitil hidrokinon (TBHQ) verilebilir.

1.3. 1 Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

Hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢oziine bilen, beyaz mumsu bir yapiya sahip
kimyasal olarak iki izomerin (2- tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 3-tersiyer-butil-4-
hidroksianisol karigimi; C11H1602), karisimindan ibaret olan antioksidan olarak
tanimlanmaktadir (Wanasundra 1998). Ozellikle ugucu yaglarin renk, tat ve

kokularinin korunmasinda, kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonun kontrol etmede

etkilidir.

OH

C(CH3)3

OCHs
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Sekil 1.7: Butillenmis hidroksianisol (BHA) kimyasal yapisi

1.3.2 .Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)
En c¢ok kullanilan sentetik antioksidandir. Ilk olarak soya yaginm
otoksidasyonunda bozunma iirlinleri tayin edilerek fark edilmistir. Daha ¢ok

hayvansal yaglarda ve etlerde etkilidir (Ozkan 2000).

OH

(H3C)3C C(CHz)3

CH3

Sekil 1.8: Bitillenmis hidroksitoluen (BHT) kimyasal yapisi

1.3.3 Propil Gallat (PG)

Beyaz ve kokusuz toz halde bulunan,yiyeceklerin medikal preparatlarin
tazeligini, besin degerini, aromasini,rengini korumak ve dengelemek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir antioksidandir. Gidalarda kullanimi 1947’den beri yaygilasmis
toplum saglig1 ve gida hijyeni agisindan olumsuz higbir bilgi ileri siiriilmemektedir
(Asiye 2009).

0 0CH,CH,CH
X Frs i

HO OH
CH

Sekil 1.9: Propil gallat (PG) kimyasal yapisi
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1.3.4 Tersiyer Biitilhidrokinon (TBHQ)

Kizartma yaglarin1 oksidasyona karsi korumak igin bej renkli toz seklinde
sentetik antioksidan olarak bilinmektedir. Kati ve sivi yaglarda ¢6ziiniir, yiiksek
sicakliklara dayaniklidir (Keskin ve Erkmen 1987).

OH

CiCHa)a

OH

Terstyer Biitil Hidrokinon
(TBHQ)

Sekil 1:10 Tersiyer batilhidrokinon (TBHQ) kimyassal yapisi

1.4 Sentetik Antioksidanlar ve Dogal Antioksidanlarin Karsilastirilmasi

Son donemlerde sentetik antioksidanlarin toksisite gostere bilecegini, kanser
olusumunu destekleyici etkileri dogal antioksidanlara olan ilginin artmasina
saglamigtir. Cilinkii dogal antioksidanlar hem ekonomik hem de daha fazla
antioksidan aktivite etkisi gosterir. Giiniimiizde sentetik antioksidanlarin zararli
etkilerinden dolayi kullanimlar1 yasal olarak smirlandirilmaktadir. Ayrica sentetik
antioksidanlar akciger, bagirsak hastaliklarina neden oldugu ve karsinojenik etkiye

sahip oldugu gozlenmistir.

Sentetik antioksidanlarin zararli etkilerinden dolayr son zamanlarda dogal
antioksidanlara ilginin artmasina daha c¢ok dogal {iriinlerin tercih edilmesine

bitkilerin tizerindeki antioksidan ¢aligmalarin artmasina neden olmustur.

Yiyecek olarak kullandigimiz gidalarda temel olarak antioksidanlarin sahip

olmas1 gereken 6zellikler sunlardir:

= Yiiksek sicaklik uygulamalarinda etkilerini kaybetmemelidir

= Kiiclik miktarlarda kullanilmali
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» Insan sagligi icin zararsiz olmali

» Gidalarin tat, goriiniis ve dogal kokusunu bozmamali (Sezgin 2006).

1.5 Biyoinsektisit ve Bitkilerin Biyoinsektisit Etkileri

Bitkilerin zararlilarin saldirilarindan kendilerini korumak igin zararrlilarin
sinir sistemi fonksiyonlarini bozarak O6liimlerine neden olan ya da c¢ogalmalarini
durduran gesitli savunma sistemlerine sahiptir. Bu birlesikler insektisitler olarak
tanimlanmaktadir. Bu birlesiklerin etki siddetleri biiyiik 06lgiide degisiklik
gostermektedir (Unver 2015).

Sekonder metabolitler  bitkilerin  biyokimyasal olaylarindan  sonra
sentezlendigi i¢in bitki zararl iliskilerinde 6nemli rol oynarlar. Bu metabolitlerin
zararhlar tzerinde gosterdikleri etkilerinden dolayr smiflandiriimaktadirlar. En
onemlilerinin alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler, tanenler ve saponinler
oldugu belirtilmistir. Gelismis {iilkelerde bu maddelerin tarimda dolayli veya

dogrudan kullanimi 6nemli yer tutmustur (Isman 1997).

Son zamanlarda bilingsizce sentetik insektisitlerin kullanimi zararlilarda
olusan dayaniklik ve g¢evreye toksisitesi gibi olumsuz etkileri dogal insektisitlere
ilgiyi artirmuigtir. Bitkilerin, potansiyel insektisit kaynagi oldugu bir¢ok aragtirmacilar
tarafindan ispatlanmistir. Bitkisel kokenli insektisitlerin avantaj ve dezavantajlarida
vadirr. Dogal olarak ¢ok sayidaki bitkinin insektisit etkisinin oldugunun bilinmesine
karsin pratikte dogal kaynaklarin az olmasi1 ve ruhsat alinmadaki zorluklardan dolay1

az yararlanilmaktadir (Isman 1997).

1.5.1 Musca domestica (Ev sinegi)

Insan topluluklarinin yerlestigi her alanda uyum saglayan Muscidae
familyasinin bir tiyesidir. Genel olarak renkleri koyu gri ve siyah olan uzunluklar: 5-
8 mm arasinda degisen iki kanatl1 sinek tiiriidiir. Iyi ugma yetenekleri ve ok yiiksek
tireme sahip olmalari ile genis bir alana yayilim gosterirler.Yasam donciilerinde 4
evre bulunur. Bunlar yumurta, larva, pupa ve eriskin evreleri. Organik ¢iiriiyen
materyal lizerine birakilan yumurtalardan saatler iginde larva ¢ikisi olur (Caglar

1987).
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1.5.2 Culex pipiens (Sivrisinek)

Ulkemizin iklimsel ve ekolojik dzellikerli Culex pipiens tiirlerinin yasamasi
i¢in uygun sartlara sahiptir. Tirkiye’de yedi cinse ait toplam 50 sinek tiiriiniin oldugu
yapilan arastirmalarla saptanmistir. CX.pipiens yumurtalarim1 foseptik ¢ukurlari,
bodrum katlarindaki su birikintileri, kirli su birikintileri igerisine, su yiizeyine genel
olarak bir defada paketler (kiimeler) seklinde birakmaktadir. Hayat dongiileri 4
evrede gerceklesmektedir:yumurta,pupa,larva ve eriskin (Hiiseyin ve Atila 2004 ).

1.6 HPLC

Kromatografi ilk olarak 1906’da Rus botanik¢isi Mikhail Tswett tarafindan
kullanilmistir. ilk modern cihaz 1965 yilinda Csaba Horvath tarafindan gelistirildi.
Kromotografi terimi Yunanca kokenli olup “renk yazimi”anlamindadir ( Burcu
2017).

Kromotografi ¢ok genis bir yelpazede oOl¢iim,ayristirma ve saflagtirma gibi
cesitli amagclar igin kullanilmaktadir. Farkli alanlarda kullanilan kromotografinin en
yaygin kullanim alanina sahip olani ise sivi kromatografi-kiitle spektrometri (LC-
MS/MS) ve yiiksek performansli s1vi kromatografisi (HPLC) cihazlaridir.

Kromotografi karisim i¢indeki maddeleri birbirinden ayirmak ve miktarinin
Ol¢iilmesidir. Bu sabit bir faz iizerinde hareketli bir faz yardimiyla degisik hizlarla
hareket etmeleri esasina dayanir. Cihaz kullannminda mobil faz, sabit faz ve

alitkonma gibi terimler etkin rol oynamaktadir.

1.7 Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz ¢ok sayida canli grubunda bulunan bir enzimdir. Ik olarak 1856
yilinda Schoenbein tarafindan zehirsiz mantarlarda oldugu bildirilmistir. Sonraki
donemlerde meyve ve sebzelerde de karakterize edilmistir. Bitkilerin enfeksiyonlara
kars1 korunmasinda da 6nemli role sahiptir (Bahar ve Betiil 2018). Enzim sa¢ ve deri
renginde rol oynayan, bakir kofaktorliidiirler. Melanin salgilanmasinda da anahtar rol
oynar. Ayrica meyve ve sebzelerde fenolik bilesiklerin oksidasyonunu
katalizlemektedir (Ramazan 2015) .
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2. YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Calismada Kullanilan Anemone Tiirleri, Ozellikleri ve Toplanmasi
Calismaya baslanilmadan once kullanilan Anemone tiirii ile ilgili bilgiler,

kaynaklar taranarak tespit edilmis, tiiriin gereken ozellikleri ¢ikartilip arazi plani

olusturulmustur.

Bitkiler toplanirken arazideki diger bitkilerin ve endemik tiirlerin tahrip
edilmemesine 6zen gosterilmistir. Anemone coronaria Denizli ilinde Nisan ay1 2018
yilinda toplanmistir. Tiirlin yasam kosullar1 ile ilgili bilgiler asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 2.1: Anemone coronaria

Cok yillik
Omiir
Ot
Yapi
Geofit
Hayat formu
Nisan ve may1s
Ciceklenme
Caliliklar,yol kenarlari, meralar
kayaliklar
Habitat
900 m
Yiikseklik
Endemik degil
Endemik
Tiirkiye
Genel dagihs
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Sekil 2.1: Anemone coronaria

2.1.2 Bitkisel Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Arazide toplanan bitki orneklerinin yer alti (yumru) ve yer {istli (gigek ve
yaprak) kisimlarinin her birinin istlerindeki toprak temizlendikden sonra ayr1 ayri
gazete veya filtre kagit1 lizerinde giines 15181 gérmeyen ve diisiik nemli ortamda

kurutulmustur.

- ]

Sekil 2.2: Anemone coronaria blender yardimiyla toz haline getirilmis hali

Kuruyan kisimlar blender yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz halindeki

yer altt ve yer ustii kistmlart 250 ml’lik erlen mayerlere belli oranlarda konulup
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tizerlerine ¢esitli ¢oziicliler (etanol, aseton ve su) eklenip ¢alkalamali su banyosuna

(Memmert WNB 22) konulmustur.

»
\
1
‘\ \_—

Sekil 2.3: Calkalamali su banyosu

Calkamali su banyosunda 49 °C’de 6 saat tutulmustur. 6 saat sonrasinda
Whatmann No:4 kagidinda siiziilen bitkiler; iizerlerine yine aymi ¢oziiciiden
dokiilerek bu islemler 3 kez tekrar edilmistir. Elde edilen siziintiiler; etanol
60°C,aseton 50°C’de rotary evaporatorde (Ika RV 10 ) tutularak ¢oziiciilerinden

uzaklastirilmistir.

Sekil 2.4: Rotary evoparator
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Evaporatorden kalan kisim ise -80 °C’de bir siiredondurulmustur. Donma
isleminden sonra kalan su kismu; liyafilizator (Freeze Dryer)(Labconco Freezone 6)
aletinde -54 °C’deugurulmustur.Bu islemden sonra eldeedilen ekstraktlar -20 °C’de

saklanmistir

Sekil 2.5: Liyafilizator

2.2 Yontemler
2.2.1 Antioksidan Aktivite Yontemleri
2.2.1.1 DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ik kez 1958 yilinda Bois tarafindan DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil)
radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanila bileceginin onerilmesi ile
ortaya cikmistir. Brand-Williams ve arkadaslart (1995) tarafinda bu yontem
gelistirilmis ve pek ¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmistir. Bu yontem
bitkideki antioksidanlarin DPPH serbest radikallerinin siipiiriicii etkilerini dlgmeye

dayanan bir yontemdir (Brand-Williams ve dig1995).

Yontemin esast mor renkli DPPH ¢6zeltisine antioksidanin ilave edilmesiyle
absorbansta diisiis meydana gelmesi ve antioksidanlarin varligiyla radikalin rengi
sartya dogru agilmasi tizerinedir. DPPH radikali 517 nm’de maksimum absorbsiyon
verir. Bu yontem antioksidanlarin etkilerini gdsteren kolay ve gegerli bir yontem

olarak bilinmektedir (Blois 1958).
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Yontemin serbest radikal siipiiriicii etkisi ekstraktlarin serbest DPPH
radikalikullanilarak belirlenmistir (Wu 2006). 4 mL %0.004’lik (w/v) metanolik
DPPH c¢ozeltisi ile 1 mL (0,2-1 mg) ekstrakt ¢ozeltileri karistirilmistir. Karanlhk
ortamda ve oda sicakliinda 30 dakikalik inkiibasyondan  sonra Ornekler
spektrometre de 517 nm absorbansda oOlglilmiistiir. Tim deneyler {i¢ kez tekrar
edilmistir. Pozitif kontrol olarak BHA kullanilmaistir.

Q

O3N N —N

Sekil 2.6: DPPH radikalinin kimyasal yapisi

Pozitif kontrol olarak BHA kullanilmistir.

Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri:

Inhibisyon (%) = [(Ao — A1) / Ao] x 100

formiiliiyle hesaplanmaistir.

Formiildeki Ao kontroliin absorbansi ve A1 6rnegin absorbansidir (Duh 1997).

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak belirlenen 6ziit derisimlerinekarsi

grafige gecirilmistir.

2.2.1.2 B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi
Bu metot linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest radikal zincir
reaksiyonu sonucu olusan alkil peroksit tarafindan p-karotenin renk agiliminin

izlenmesi temeline dayanir (Wang 2006).

Ilk 6nce metotta emiilsiyon ¢dzeltisi hazirlanmistir.Bunun igin 2 mg pB-
karotenin 10 mL kloroformda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip
icine, 40 mg linolei asit ve 400 mg Tween 20 ilave edilmistir. Kloroform rotary

evoparotorde buharlastirildiktan sonra 100 mL saf su ile karistirilmistir. Bu
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emiilsiyon, 4.8 mL 0,2 mg o6rnek igeren 0.2 mL ekstrakt ¢ozeltileri bulunan test
tiplerine ilave edilmistir. Emiilsiyon test tliplerine ilave edilir edilmez
spektrofotometre (Optizen POP UV/Vi) kullanilarak baslangi¢ absorbanslar1 470 nm'
de Ol¢iilmiistiir. Tipler 50 °C'de inkiibasyona birakilmis ve P-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Butest sisteminde
BHA pozitif kontrol olarak kullanilmistir Toplam antioksidan aktivite asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

AA: [ 1- (Ao-At/ Ago - Atg)] X100

Burada Ao 6rnegin ilk absorbansi, At kontrolun ilk absorbansi, Aoo
ornegin 120 dk sonraki absorbansi, Ato kontrolun 120 dk sonraki absorbansidir .
(Amin ve dig 2004).

2.2.1.3 Indirgeme Giicii Kapasitesi (FRAP) Yéntemi

Metot antioksidanlar tarafindan ortamdaki (Fe(Il)-TPTZ) kompleksinin
(Fe(I)- TPTZ) indirgenerek 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina
dayanmaktadir.1 mL bitki ekstrakti, ImL fosfat tampon ¢ozeltisi (0.2 M pH=6.6 ) ve
2.5 mL %1 lik potasyum ferrisiyanat (KsFe(CN)s) ¢ozeltisi bir deney tiipiine ilave
edilmistir. Kuvvetlice calkalip, 50 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
tizerine 2.5 mL trikloro asetik asit ¢ozeltisi(%10 luk suda) ilave edildikten sonra
santrifiijlenmistir. Cozeltinin {izerinden 2.5 mL alinarak 0.5 mL %0.1 lik FeCls ilave
edildikten sonra 700 nm de absorbansi okunmustur. Tiim islemler Troloks i¢in de
uygulanmistir. Konsantrasyon arttik¢a artan absorbans degeri indirgeme yetenegini

gostermistir ( Oyaizu 1986 ).

2.2.1.4 CUPRAC Yontemi

Bitki Oziitlerininn 0.2 ile 1 mg/mL arasindaki farkli konsantrasyonlari
kullanilmugtir. Yontemde her bir deney tiipiine 1 ml CuCl2.2H20, 1 ml amonyum asetat,
1 ml neokuproin ¢ozeltileri ile 0.6 ml saf su eklenmistir. Daha sonra her bir tiipe bitkisel

¢ozeltilerden 0.5 ml eklenip iyice karistirilmistir. Tiipler agizlar1 kapali bir bikimde oda
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sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda absorbanslari 450

nm’de okunmustur (Apak ve dig 2006).

2.2.1.5 ABTS Radikal Giderim Aktivitesi

Distile  suda  hazirlanmus 74 mM  ABTS  (2,2’-Azino-bis,3-
etilbenzenothiazoline-6-siilfonik asid) ¢ozeltisi ve potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 1
ml alinarak karistirilmis ve 12-16 saat karanlikta bekletilmistir. Kullanmadan 6nce
solusyon spektrometrede 734 nm’de 6Slgiiliir ve 700 nm kadar etanol ile seyretildiHer
deney icin bu karisim taze olarak hazirlanmistir. Ekstraktlardan stok hazirlanip ve
stoktan 5 konsantrasyon elde edilmistir (0.05-0.25 mg/ml). Hazirlanan metanollii
ABTS ¢ozeltisinden 2 ml alinip olusturulan konsantrasyonlar iizerine eklenmistir.
Bitki ekstresi konulup 30 dk karanlikta bekletilmistir. Spektrofotometrede 734 nm’de
absorbans degeri okunmustur. Standart olarak BHA kullanilmigtir. BHA yardimu ile
cizilen standart egriden ABTS radikal giderme aktivitesi hesaplanmistir (Re ve dig.
1999). Kullanmadan once solusyon spektrometrede 734 nm’de olgiiliir ve 700 nm

kadar etanol ile seyretildi.

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = [ (Ao — A1) / Ao] x 100

Ao = Kontrol absorbans degeri

A1 = Ornek veya standardin absorbans degeri

Deney sonuglart farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BHA ile elde edilen

kalibrasyon grafigi kullanilarak degerlendirilmistir (Re ve dig. 1999).

2.2.1.6 Selatlama Kapasitesinin Belirlenmesi
Orneklerin Fe?* iyonlarmi selatlama kapasiteleri (Dinis ve dig. 1994)
tarafindan belirtilen yonteme gore tespit edildi. Igerisinde 2.0 ml 6ziit ¢ozeltisi (1.0
mg.mL?) bulunan test tiiplerine 2 mM 0.05 mL FeCI? ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Tepkime 0.2mL 5 mM ferrozin ilavesiyle baslamistir. Cozelti karistirildiktan sonra
oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilip sonrasinda 562 nm’de absorbans
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olgiimii yapilmistir. Ferrozin - Fe?* olusum inhibisyonu (%) asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmaistir:
Metal selatlama kapasitesi (%) = [(Akontrol — Asrnek) / Akontrol] X 100
Burada;
Axontrol: Kontroliin absorbansi

Aérnek : Ornegin absorbansi

2.2.1.7 Fosfomolibdenyum Y oéntemi

Bu yontem, o6ziit varliginda Mo(VI)’'ninMo(V)’e indirgenmesi sonucunda
asidik pH’larda olusan yesil renkli fosfat-Mo(V) kompleksinin spektrofotometrik
olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir (Prieto ve dig. 1998). icerisinde 0.01
mL 6ziit bulunan test tiiplerine 3.0mL reaktif ¢ozeltisi (0.588 M siilfiirik asit, 0.036
mM sodyum fosfat ve 0.049 mM amonyum molibdat) ilave edilmistir. Test tiipleri 95
°C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar sogutulmus ve kore karsi
(3.0 ml reaktif ¢ozelti ve 0.1 ml ¢oziicii) 695 nm’de absorbans degerleri tespit
edilmistir. Oziitlerin toplam antioksidan kapasiteleri standart askorbik asit

grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans= 0,0169 ( askorbik asit) - 0,0071 (R%:0.9999).
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2.2.2 Miktar Tayin Yontemleri
2.2.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Bitkiye ve meyveye kendine has renk ve tat, koku gib1 6zellikler veren asil
amaci bitkiyi korumak olan maddelerdir. Fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ile tayin edilmistir. Gallik asite esdeger olarak belirlenmistir. 1 mg
ornek igeren ¢ozeltiler de iyonize su ile 46 mL’ye tamamlanmistir. Bu karigima 1mL
FCR ve 3 dk sonra 3 mL % 2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Karisim 2
saat oda sicakliginda galkalanarak bekletildikten sonra 6rnekler spektrofotometrede
760 nm’de Ol¢ilmistiir (Singleton ve Rossi 1965). Ekstrelerin toplam fenolik
miktarlart standart gallik asit grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak

belirlenmistir:

Absorbans = 0.001 gallik asit (ug) — 0.004 (R2: 0.9967)

2.2.2.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Bitkilerde flavonoid tayini (Arvouet-Grand ve dig 1994) tarafindan belirlenen
yontem kullanilarak quercetin’e esdeger olarak belirlenmistir. igerisinde 1.0 mL &ziit
¢ozeltisi (1.0 mg/mL) bulunan test tiiplerine % 2.0’lik 1.0 mL metanolde hazirlanmis
AICIs ¢ozeltisi ilave edilip oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Kor

ornek 1.0 mL 6ziit ¢ozeltisi (1.0 mg/mL) ve 1.0 mL metanol igermektedir

Absorbans Olglimleri 415 nm’de gergeklestirilmistir. Ekstraktlarin toplam
flavonoid bilesik miktarlar1 standart quercetin grafiginden elde edilen asagidaki

esitlik kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans = 0.0255 quercetin (ug) - 0.0198 (R?: 0,997)

2.2.2.3 Toplam Tanen Miktarinin Belirlenmesi

Toplam tanen miktarinin  melirlenmesi  Glasl(1983) metoduna gore
calisilacaktir. T anenler, bircok gidada dogal olarak bulunan, polifenollerdir. Aci
lezzetli bir maddedir, tannik asitte denir. Saf halde sar1 bir tozdur. igerisinde 1.0 mL
0ziit bulunan test tiipleri lizerine % 1.0’lik 0.5 mL tannik asit solusyonu ilave
edilmistir. 15 dakika oda sicakliginda bekletilir 500 nm de 6l¢timii yapilmistir. Tanen
igerigi, katesin esdegeri (mgCE / g) olarak ifade edilmistir.
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2.2.2.4 YPSK (HPLC) Yéntemi ile Bitkideki Fenolik Bilesen iceriklerinin
Belirlenmesi

Bitkilerdeki standart fenolik bilesiklerin tayini Mehmet Akif Ersoy
Universitesi, Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(BILTEKMER)’nde bulunan Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)

yardimiyla analiz edilmistir. Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC.

CBM: 20ACBM
Dedektor: DAD (SPD-M20A)
Kolon Firini: CTO-10ASVp
Pompa: LC20 AT
Autosampler: SIL 20ACHT
Bilgisayar Programi: LC Solution
Mobil Faz;
A: %3 Formik asit

B: Metanol

HPLC analizinde Gomes ve dig. (1999)’nin metodu modifiye edilerek
kullanilmistir, 0.2 g numune tartilmis, mobil fazda ¢oziilmiis, 0.45 um filtreden

gecirilip HPLC sistemine enjekte edilmistir.

2.2.3 Enzim Deneyleri

Enzimler ilk olarak 1835 yilinda Isvecli kimyaci Jons Jacob Berzelius
tarafindan tanimlanmustir. Kataliz terimini kullanan ilk arastirmacidir. Protein
yapisinda olan enzimler organizmadaki biyolojik olaylar1  katalizleyen
biyokatalizorlerdir. Enzimlerin en onemli 6zellikleri spesifik olamalidir.Yalnizca
canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Hiicre ig¢inde fonksiyon gosteren enzimler
“intraseliiler’’(hiicre i¢1) enzimler, hiicre i¢inde sentezlendikden sonra hiicre disina
salmip orada fonksiyon gosteren enzimlere °‘ekstraseliiler’” (hiicre disi) enzimler

denir ( Duygu 2007 ).

2.2.3.1 Tirosinaz Enzimi Inhibitor Aktivite Yontemi
Tirosinaz Inhibitdr aktivitesi 96- wellmikroplate i¢ine 25ul drnek soliisyonu

ve lizerine tirosinaz enzim soliisyonu (50 pl) eklenir 10 dakika boyunca25 ° C'de
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inkiibe edilmistir. Her bir tiip i¢cine hazirlanmis olan (23 pl tirozinaz tahlil tamponu,?2
ul tirozinaz substrati,5 pl tirozinaz giiglendirici ) tirozinaz substrat solusyonu eklenip
ve iyice karistirilmistir. Ornekler kinetik modda absorbans1 30-60 dakika boyunca

510 nM'de olgiiliir. Degerler kojik asit esdegerine gore ifade edilmistir .

2.2.4 Brine Shrimp Kullanarak Potansiyel Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Bu aktivitenin belirlenmesinde Brine Shrimp Toksisite Analiz yontemi
kullanilmistir (Meyer ve dig 1982). Ekstraktlarindan (10 mg/ml) yapay deniz suyu ile
hazirlanan 50, 100, 250, 500 ve 1000 ppm’lik ¢ozeltiler kullanilmistir. Test tlipleri
son hacim 5 mL olacak sekilde deniz suyu ile doldurulmustur. Kullanilacak olan
deniz suyu i¢in 0,35 gr tuz ve 1 L ¢esme suyu kullanilmistir. Belirtilen yontemde
Artemia salina yumurtalar1 kullanilmistir. Bu yumurtalar, igerisinde 2 L yapay deniz
suyu bulunan 5 L hacimdeki plastik, seffaf, agz1 acik bir tank icerisine 2 g tartilarak
serpilmistir. Tank igerisindeki yapay deniz suyu ¢ift ¢ikislt bir hava motoru ile ¢ift
hortum kullanilarak siirekli havalandirilmistir. Ayrica tank tizerindeki su sicakligi 28
0C’de sabit tutulacak sekilde termostat ile 1sitilmistir. Tank masaiistii 151k kaynaginin
yaninda 48 saat aydinlikta birakilmistir A. Salina larvalarinin yumurtadan ¢ikmalari
beklenmistir. A. salinalarvalari yumurtadan ¢iktiktan sonra yogun olan bolgesinden
bir mikropipet yardimiyla yaklagik 10 pl su ile almman larvalar stereomikroskop
altinda petri kabma aktarilarak 30’ar adet sayilmustir. Igerisinde 10, 50, 100,
500,1000 ppm’lik bitki ekstrakt: bulunan camtiipler icerisine 30 adet canli organizma
aktarilmistir. 24 saat 151k altinda gecen siire sonunda bir biiylite¢ yardimiyla canli ve
Olu larvalarin adeti sayilmig ve LCso degeri ile % 95 giivenirlik alt ve iist limitleri
EPA ( The U.S. EnvironmentalProtectionAgency, Cincinnati, Ohio, U.S.A.) Probit
Analiz programi (Versionl.5) kullanilarak hesaplanilmistir. Toksisite derecelerinin

degerlendirilmesinde referans degerler kullanilmigtir ( Brayn ve dig 1997).

2.2.5 Bitki Ekstraktlarimin Insektisit Etkisi
2.2.5.1 Musca domestica ( Ev sinegi ) Uzerindeki Larvasidal Etkisi

Bitkilere ait ekstraklarin insektisit aktiviteleri Kristensen ve Jespersen (2003)
yontemini modifiye edilerek arastirilmigtir. Bu g¢alismada Musca domestica (ev
sinegi) kullanilacaktir. Musca domestica kiiltiirii i¢in siit ve seker kullanilip
karisim1:3 ve 50 g olarak hazirlanmistir. 25’er adet ev sinekleri yumurtalarindan

30



alinarak ekstrakt ve nem igeren besiyeri kaplarina aktarilmistir. 24-36 saat sonra
yumurtalar acilmaya baglamasi ve larvalar ¢ikmasi beklenmistir. 3 haftalik siire
icinde larvasit etki kayit altina alinmistir. Larvasit etki 12:12 fotoperiyodunda, 26C’
de laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir. Ekstrakt denemesi ig¢in 4 farkli

konsantrasyon hazirlanmistir. Tiim deneyler 3 kez gerceklestirilmistir.

2.2.5.2 Culex pipiens ( Sivrisinek ) Uzerindeki Larvasidal Etkisi.

Bitkilere ait ekstraklarintektisidal etkileri WHO (1963) standart metotlarina
gore yapilmistir. Bu c¢alismada sivrisinek (Culex pipiens) kullanilmistir. Calisma 4
dozda (100 , 250 , 500 , 1000 ppm) yapilmistir. Her doz i¢in 100 mL distile suya
ekstrakt konulup, kaplara ardindan i¢ine 12 adet 2. ve 3. evre larva eklenmistir.
Kaplara birer tane balik yemi konulmustur. Kaplar 26 + 2 °C ve % 60 = 10 nem
oraninda tutuldu. Oliimler 24-, 48 saat olmak {izere kayit altina alinmistir. Her deney

3 defa tekrar edilmistir. Bu 6liimlere bakilmustir.

2.2.6 Istatistik Hesaplamalar

Istatistik hesaplamalari Microsoft Excell programi ile yapilmistir. Brine
shrimp sitotoksik etkisi, ev sinegine karsi larvasidaletki deneylerinin sonuglarindan
STATPLUS Pro 5.9.8 programinda LCsomin), LCsomax), LCso, LCoo Ve ki-kare (x?)

degerleri hesaplanmistir

3.BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi , indirme Giicii ve Miktar Tayin
Yontemleri
3.1.1 Serbest Radikal Giderim Aktivitesinin Belirlenmesine Yonelik Deney
Sonuclari

1) DPPH Yontemi

Anemone coronaria bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim
aktiviteleri, bes farkli konsantrasyonda belirlenmistir.. Anemone coronaria tiirtiniin

yer alti ve yer ustii ekstraktlarinin konsantrasyona bagli serbest radikal giderim

31



aktivitesinin 1Cso degerleri asagidaki Tablo 3.1'te ve grafikleri Sekil 3.1'te

verilmistir. Pozitif kontrol olarak BHA sentetik antioksidan kullanilmistir.

Tablo 3.1: Ekstraktlarin yer alti (y.a) ve yer st (y.0) kisimlarinin 1Cso degerleri

Anemone coronaria

Suy.i Suy.a Asetony.i | Asetony. a Etanol y.a Etanol y.ii | BHA
0.25+0.06 | 0.67+0.08 | 4.44+0.20 2.25+0.11 6.39+0.12 2.25+0.08 | 98.13+0.96
7
6
5
Ly
T
a3
o
2
1
0 _ - T T T T
Suy.i Suy.a  Asetony.U Asetony.a Etanoly.a Etanoly.i
b

Sekil 3.1: Anemone coronaria ekstraktlarinin yer Ustii (y.4) ve yer alti (y.a) kisimlarinin ICso grafigi

2) ABTS Radikal Giderim Aktivitesi

Bitki ekstraktlarin ABTS giderim aktiviteleri asagidaki Tablo 3.2'te
gosterilmistir.  Sonuglar ekstraktlarin  konsantrasyona bagli yiizde degerleri
hesaplanarak elede edilen degerlerin ortalamalarindan egri ¢ikarilarak 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak BHA kullanilmigtir. Anemone coronaria
tirlinlin su yer istli kisminda ICso degeri diisiik,en yiiksek degeri etanol yer alti

kisminda ¢ikmustir.

Tablo 3.2: Bitki ekstraktlarinin yer alti (y.a) ve yer Ustl (y.t) kisimlarinin ICso degerleri

Anemone coronaria

Suy.i

Suy.a

Etanol y.i

Etanol y.a

Aseton y.ii

Aseton y.a

BHA

4.79+0.01

6.84+0.24

12.34+0.75

21.33+0.56

6.27+0.03

9.4240.07

96.31+£0.16
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Sekil 3.2: Su,etanol ve aseton ekstraklarin yer alti (y.a) ve yer Usti (y.u) kisimlarinin 1Cso grafigi

3.1.2 indirgeme Giicii Kapasitesine Yonelik Deney Sonuglar

1) FRAP Yontemi

Anemone coronaria tiirliniin yer alt1 ve yer istii kisimlarinin aseton,su, etanol
ile hazirlanan ektsraktlar1 fakli konsantrasyonlar1 593 nm’de dlgiilerek sonuglar elde
edilmistir. Sonuglar standart troloks kullanarak hesaplama yapilmistir. Yontem
Fe(I11)/TPTZ kompleksinin indirgemesi prensipine dayanmaktadir. En yiiksek deger
anemone tiiriiniin aseton yer alti ekstraktinda 73.41+0.00 mg/mL absorbans degeri
gostermistir, en diigiik degeri etanol yer alt1 ekstarktinda 1.54-+0.00 mg/mL absorbans

degeri gostermistir.
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Absorbans 593 nm

0,5

0,45

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

7

0,15

A

0,1

/

0,05

20

40

Konsantrasyon

60

y = 0,0084x + 0,0185
R?=0,9936

Tablo 3.3: Anemone coronaria turliniin aseton, su, etanol ekstraklarinin yer alti (y.a) ve yer st (y.u) kisimlarinin

Frap deney sonuglari

Sekil 3.3: Troloksa ait kalibrasyon egrisi

Anemone coronaria

50 mg/mL | 100 mg/mL | 150 mg/mL |200 mg/mL | 250 mg/mL
Su y.i 5.62+0.00 |18+0.00 33.41+£0.00 |53.62+0.02 |68.58+0.01
Suy.a 2.87+0.00 |9.08+0.00 15.29+0.00 |24.54+0.01 | 32.45+0.01
Etanol y.ii |4.12+0.01 |9.04+0.00 21.70+0.00 |32.37+0.01 {40.91+0.01
Etanol y.a |1.54+0.00 |5.12+0.00 |9.754+0.00 14.75+0.00 | 20.41+0.00
Aseton y.i |2.79£0.00 |17.20+0.01 |26.87+0.00 |38.62+0.01 |49.87+0.01
Asetony.a |6.08+0.01 |15.33+0.00 |32.16+0.01 [49.87+0.01 |73.41+0.00
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Sekil 3.4: Ekstraktlarin yer alti (y.a) ve yer Ustl (y.u) kisimlarinin Frap deneyinde farkli konsantrasyonlardaki

absorbans grafigi

2) Selatlama Kapasitesi Yontemi
Calisilan bitkinin metal selatlama kabiliyeti demir-ferrozin kompleksi
olgiilerek belirlenmistir. Selatlama kabiliyeti Fe* 2 ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar EDTA ile karsilagtirllmistir. Etanol yer istii ekstraktini diger ekstraklarla
karsilastirildiginda daha yiiksek selatlama kabiliyeti gostermistir. Sonuglar asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Tablo 3.4: Ekstraktlarin yer alti ve yer Ustu kisimlarinin metal selatlama kabiliyeti mg/mL

Asetony.a | Asetony.ii | Etanoly.a | Etanoly.ii |Suy.a Suy.i

0.20+0.04 | 0.24+0.00 | 0.17+0.00 | 0.25+0.02 | 0.23+0.025 | 0.13+0.01

3) Fosfomolibdenyum Yontemi

Fosfomolibdenyum  deneyinde standart askorbikasite esdeger olarak
hesablamalar yapilmistir. Deney antioksidan bilesikler tarafindan Mo(VI) , Mo(V) e
indirgemesi sonucu olusan yesil renkli kompleksin spektrometrede 695 nm’de
Olgiilmesi  temeline dayanir. Prosediir i¢in  hazirlanmis  aseton,su,etanol
ekstraktlarindan en yiiksek deger 60.33+0.00 mg/mL aseton yer isti kismi
gostermistir. En diisiik deger etanol yer alt1 kisminda 7.13+£0.00 mg/mL gostermistir.
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Tablo 3.5:Bitki ekstraktlarinin yer alti (y.a) ve yer tisti (y.t) kisimlarinin fosfomolibdenyum deney sonuglari

Anemone coronaria
50 mg/mL 100 mg/mL | 150 mg/mL |200 mg/mL |250 mg/mL

Suy.u 12.86+0.00 |15.53+0.00 |17.86+0.00 |21.6+0.00 26.4+0.00
Suy.a 11.46+0.01 |13.66+0.01 |16.33+0.00 |18.73+0.00 |22.06%+0.00
Aseton .l 29.73+0.00 |35.26+0.00 |41.06%0.01 |47.66+0.02 |60.33+0.00
Asetony.a 27.13+0.01 |31.06+£0.02 |35.86+0.01 |39.33+0.02 |43.66+0.01
Etanol y.U 27.6%0.00 29+0.00 30.33+0.01 |35.8+0.02 46.53+0.03
Etanoly.a 7.13£0.00 910.00 10.26+0.00 |13.06+0.00 |13.2+0.00

1,4

1,2 /

y =0,0052x - 0,031
R?=0,9977

06 /
04 /
0,2

O T T 1
100 200 300

Absorbans 695 nm

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 3.5: Askorbik asite ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.5: Fosfomolibdenyum deneyi farkli konsantrasyonlardaki absorbans grafigi

4 ) p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi

Anemone coronaria tiiriiniin yer alt1 ve yer istii kisimlarinin aseton,etanol,su
ekstraktlarmin antioksidan aktivite degerleri B-Karoten-Linoleik asit yontemi ile
belirlenmistir. En yiiksek antioksidan degeril aseton yer alti kisminda (%79.16
mg/mL), en diisiik degeri etanol yer alt1 kisminda (% 20.58 mg/mL) gériilmistiir.

Tablo 3.6: Anemone coronaria yer alti ve yer Ustl kisimlarinin B-karoten-linoleik asit yontemi

Anemone coronaria

Suy.a

Suy.i

Etanol y.a

Etanol y.i

Aseton y.a

Aseton y.u

75.66

60

20.58

41.68

79.16

23.36
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5) CUPRAC Yontemi

Yontem antioksidan bilesiklerin Cu(Il)-neokuproin kompleksini Cu(l)-
neokuproin kompleksine indirgemesi ve 450 nm’de maksimum absorbans gdstermesi
prensipine dayanmaktadir. Yontemde standart olarak Trolox  kullamilmistir .
Anemone coronaria ekstraklarinin bakir indirgeme giicleri farkli konsantrasyonlarda
degerlendirilmistir. Sonug olarak en yiiksek bakir indirgeme giicii etanol ve aseton
yer Ustli ekstarkalariin her ikisinde, en diisiik indirgeme giicli su ve etanol yer alti

ekstraktlarinda tespit edilmistir.

Tablo 3.7: Cuprac yéntemi ekstraklarin yer alti (y.a) ve yer tsti (y.u) kisimlarinin deney sonuglari

Anemone coronaria
200 400 600 800 1000
Suy.i 3.28+0.01 | 5.19+0.03 | 6.12+0.01 | 6.66+0.01 | 8.14+0.04
Suy.a 1.7340.00 | 2.58+0.02 | 3.48+0.02 | 4.23+0.02 | 4.97+0.04
Aseton y.i | 3+0.02 4.03+0.01 | 8.76+0.00 | 11.57+0.00 | 13.79+0.00
Asetony.a | 3.6£0.04 | 7.03+0.01 | 9.52+0.00 | 11.47+0.01 | 12.26+0.02
Eatnol y.ii | 4.69+0.03 | 7.02+0.04 | 9.85+0.06 | 14.06+0.05 | 15.39+0.02
Etanol y.a | 2.67+0.00 | 3.98+0.02 | 5.05+0.01 | 6.01+0.01 | 7.25+0.03
18
16
14
12
m 200
10
m 400
8
600
6
800
41 H 1000
2 -
O -
Suy.i Suy.a Asetony.U Asetony.a Eatnoly.i Etanoly.a
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 3.6: CUPRAC yontemi farkl konsantrasyonlardaki absorbans grafigi
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3.1.3 Miktar Belirlenmesine Yonelik Deney sonugclari

1) Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi Sonuglari

Anemone coronaria yer alti,yer Usti kisimlarmin aseton,su ve etanol
ekstraklarinin fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin
edilmistir. Bitki 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik aside esdeger
olarak (mgGAE/Q) hesaplanmistir. En yiiksek deger aseton yer iistii kisminda 68.33
(mgGAE/ g) bulunmustur . Asagidaki tabloda gosterilmistir.

y=0,001x-0,004

Tablo 3.8: Yer alti (y.a) ve yer Usti (y.l) ekstraktlarinin fenolik madde miktari

Anemone coronaria

Suy.a Suy.i Asetony.a | Asetony.ii | Etanoly.a | Etanoly.i

29.5+0.00 38.83+£0.00 | 51.8+0.00 | 68.33+0.03 | 29.16+0.00 | 41.33+0.00

2 ) Toplam Flavonoid Madde Miktariin Belirlenmesi Sonuglari

Anemone coronaria tiiriiniin flavonoid madde miktar1 quersetin kalibrasyon
grafigi ile elde edilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda ekstraktlardaki madde
miktart quercetin’e esdeger (mgQE/g) olarak belirlenmistir. En yiiksek flavonoid
miktar1 aseton yer istii kisminda 118.42 (mgQE/g), en diisiik etanol yer alt1 kisminda
11.64 (mgQE/qg) olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.9: Yer alti (y.a) ve yer Usti (y.u) ekstraktlarindaki flavonoid madde miktarlari

Anemone coronaria

Aseto y.u Asetony.a Suy.i Suy.a Etanol y.i Etanol y.a

118.42+0.00 | 14.39+0.05 | 53.69+0.01 | 17.64+0.01 | 75.41+0.00 | 11.64+0.04

3) Toplam Tanen Madde Miktarinin Belirlenmesi Sonuclari
Bitki ekstraklarindaki tanen miktar1 belirlenmistir. Toplam tanen miktar
katesin kalibrasyon grafiginden ¢ikan denklem kullanilmistir. Ekstraktlardaki toplam

tanen miktar1 katesine (MgCE/g) esdeger olarak hesaplanmistir. En yiiksek tanen
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miktar1 aseton yer istii kisminda 55.49+0.13 (mgCE/qg),en diisiik tanen miktar1 su yer
alt1 kisminda 0.45+0.00 (mgCE/qg) tespit edilmistir.
y=0.0262+0.0341

Tablo 3.10: Anemone coronaria bitkisinin yer alti (y.a) ve yer Usti (y.4) ekstraktlarinin toplam tanen madde
miktari

Suy.i Suy.a Etanol y.a | Etanoly.ii | Aseton y.i Aseton y.a
1.77+0.00 | 0.045+0.00 | 0.75+0.00 | 13.01+0.01 | 55.49+0.05 39.1+0.03

3.1.6 Bitki Ekstraktlarimin Larvasidal Etkisi Deney Sonuclari

1) Bitki Ekstraktlarinmn Ev Sinegi (Musca domestica) Uzerindeki

Larvasidal Etkisi

Bitki 6ziitlerinin Musca domestica iizerinde insektisit deneyi doz olarak 1-5
mg/mL olarak denenmistir. Oliim oranlarmin LCso (min), LCso (max), LCso ve LCago
degerleri ve ki-kare(x?) degerleri hesaplandi. Sonug olarak asagidaki tabloda

verilmigtir.

Tablo 3.11: Anemone coronaria bitkisnin M.domestica larvalarina karsi ortalama 6lim oranlar (%) ve istatiksel

degerleri
Yer alt1 Kismu Yer Ustii Kismm
1 mg/mL 13.3+£0.58 16.6 £ 0.67
2 mg/mL 26.6 +£0.33 33.3+0.88
3 mg/mL 30+0.33 43.3+0.33
4 mg/mL 43.3+£0.58 70 +£0.33
5 mg/mL 53.3+0.33 93.3+0.58
Kontrol (dH20) 10+ 0.58 3.33+0.33
LCso (min) (mg/mL) 3.62 2.13
LCso (mg/mL) 5.03 2.57
LCso (max) (mg/mL) 12.07 3.05
LCoo (Mg/mL) 30.14 6.80
X2 0.37 2.82
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Sekil 3.7: Anemone coronaria bitkisinim su yer alti kisminin ylizde 61im orani grafigi
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Sekil 3.8: Anemone coronaria bitkisinim su yer Usti kisminin ylizde 6lim orani grafigi

2) Sivrisinek (Culex pipiens)
Culex pipiens tiizerinde yapilan insektisit deneyinde doz olarak 0.1 - 1
mg/mL araliginda denenmesine ragmen herhangi bir 6liime rastlanilmadigindan

istatistiksel hesaplama yapilmamustir..
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3.1.7 Brine Shrimp (Artemia salina) Letalite Testi ile Bitki Ekstraktlarinin
Sitotoksik Etkisi Sonuclar:

Bitki 6ziitlerinin Artemia salina tizerinde yapilan insektisit etkisi deneyi, 5
farkli doz (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 mg/mL)’de yapilmistir. Her bir Ornek igin
baslangicda 10 adet larva kullanildi. Deney baslangicindan itibaren 24 saat sonra
Olen larvalar sayilarakoliim oranlari kaydedildi. Sonug olarak 6liim oranlarinin LCso

(min), LC50 (max), LCs0 ve LCoo degerleri ve Ki-kare (x?) degerleri hesaplanmustir.

Tablo 3.12: Anemone coronaria bitkisinin su yer alti,su yer Gstu kisimlarinin A. salina’ya Karsi ortalama 6lim
oranlari (% ) ve istatiksel degerleri

Yer alt1 Kismn Yer Ustii Kismm
0,05 mg/mL 16.7+ 0,33 10 £0,58
0,1 mg/mL 23.3+£0,33 20+ 0,58
0,25 mg/mL 30+ 0,58 26.7+ 0,33
0,5 mg/mL 46.7+ 0,33 33.3+0,33
1 mg/mL 53.3+0,33 50+ 0,58
Kontrol (dH20) 0 3.3+0,33
LCso (min) (mg/mL) 0.41 0.58
LCso (mg/mL) 0.78 1.18
LCso (max) (mg/mL) 4.03 8.44
L Coo (mg/mL) 26.75 32.54
X2 0.22 0.35
E 60

Y Y
0 1
Konsantrasyon (mg/mL)

Regresyon Cizgisi (Tahmin edilen, Diizeltilmis)
—#—— Deneysel Noktalar

Sekil 3.9: Anemone coronaria bitkisinin su yer alti kisminin 24 saatlik yizde 6lim orani grafigi
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Sekil 3.10: Anemone coronaria bitkisinin su yer Gstl kisminin 24 saatlik ylzde 6lim orani grafigi

Tablo 3.13: Anemone coronaria bitkisinin etanol yer alti ve yer Gstii kisimlarinin A. salina’ya kargi ortalama 6lim
oranlari (%) ve istatiksel degerleri

Yer alti Kism Yer Ustii Kismn
0,05 mg/mL 23.3+0.33 13.3+0.33
0,1 mg/mL 43.3+0.67 30+ 0.58
0,25 mg/mL 60 +0.33 33.3+0.88
0,5 mg/mL 76.7+0.33 46.7+0.33
1 mg/mL 86.7+ 0.33 70 +£0.58
Kontrol (dH20) 3.3+0.33 3.3+0,33
LCso (min) (mg/mL) 0.10 0.29
LCso (mg/mL) 0.16 0.45
LCso (max) (mg/mL) 0.23 0.92
LCo0 (Mg/mL) 1.51 6.66
X2 0.20 1.08
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Sekil 3.11: Anemone coronaria bitkisinin etanol yer alti kisminin 24 saatlik ylizde 6lim orani grafigi
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Sekil 3.12: Anemone coronaria bitkisinin etanol yer Usti kisminin 24 saatlik ylizde 6lim orani grafigi

Tablo 3.14: Anemone coronaria bitkisinin aseton yer alti, yer Gstl kisimlarinin A. salina’ya karsi ortalama 6lim
oranlari (%) ve istatiksel degerleri

Yer alti Kismn Yer Ustii Kismm

0.05 mg/mL 40 +£0.58 66.7 £ 0.33

0.1 mg/mL 43.3+0.88 73.3£0.58

0.25 mg/mL 70 +0.58 83.3+0.88

0.5 mg/mL 86.7 +0.33 90 +0.33

1 mg/mL 93.3+0.33 96.7 £0.58

Kontrol (dH20) 3.3+0.33 3.3+0.33
LCso (min) (mg/mL) 0.06 0.001
LCso (mg/mL) 0.11 0.02
LCso (max) (mg/mL) 0.14 0.05
L Coo (mg/mL) 0.77 0.44
X2 0.68 0.06
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Sekil 3.13: Anemone coronaria bitkisinin aseton yer alti kisminin 24 saatlik ylizde 6lim orani grafigi
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Sekil 3.14: Anemone coronaria bitkisinin aseton yer tsti kisminin 24 saatlik yizde 6lim orani grafigi

3.2 YPSK (HPLC) Yontemi ile Standart Fenolik Bilesiklerin Analizi
Anemone coronaria tiriiniin etanol yer alti ve yer isti kisimlarinin

ekstraklarindan 15 adet fenolik bilesen kantitatif olarak analiz edilmistir.

Tablo 3.15: Bitkinin etanol yer alti ve yer Usti ekstraktlarinin bazi fenolik bilesen igerikleri

Fenolik Bilesenler Etanol yer alt1 Etanol yer iistii
Gallik asit (ug/g) 16.778 116.831
3,4 dihidroksi (ug/g) 34.722 251.926
Klorojenik (ng/g) 59.384 130.001
Vanilik (ng/g) 136.296 308.635
4-hidroksi benzoik asit 80.940 42.73
(ng/g)
Kafeik asit (ng/g) 537.385 2154.815
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p-kumarik asit (ng/g) 3.899 126.714
Ferulik asit (ng/g) 0.439 127.315
Sinnamik asit (ug/g) 299.042 17.878
2,5 dihidroksi (ng/g) 12828.860 9414.745
Epikatesin (ng/g) 193.437 409.668
Rutin (ng/g) 56.685 388.686
Ellagik (ng/g) 135.540 622.447
Naringin (ng/g) 13.830 16.230
Kuersetin (ng/g) 0.125 78.352

Tabloya bakildiginda, etanol yer alt1 ve yer {istii ekstraklarinda en yiiksek
fenolik bilesik igerigi etanol yer iistii ekstraktinda kaffeik asit (2154,815 pg/g),
en disiik fenolik bilesik igerigi etanol yer alti ekstraktinda ferulik asitte (0.439
ug/g) gozlemlenmistir , Sekil 3.15°de etanol yer alt1 ve Sekil 3.16°de etanol yer
tistii ekstrakrinin YPSK kromatogrami gosterilmistir. Sekil 3:17°da gallik asitin,
Sekil 3.20°da 3,4- hidroksibenzoik asitin, Sekil 3.21’de 4-hidroksibenzoik asitin,
Sekil 3.22°de klorojenik asitin, Sekil 3.23’de vanilik asitin, Sekil 3.24’de kafeik
asitin, Sekil 3.25’te p-kumarik asitin, Sekil 3.26da ferulik asitin, Sekil 3.27°de
sinnamik asitin, Sekil 3.28’de 2,5-dihidroksi, Sekil 3.29°da Epikatesin, Sekil
3.30°da Rutinin, Sekil 3.31’de Ellagik asitin, Sekil 3.32°de Kuersetin kalibrasyon

egrileri verilmistir.

mAL
L0 doen (1.00)
2000

1500
1000

500

Sekil 3.18: Standart kromatogram
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Sekil 3.19Etanol yer Usti ekstraktinin YPSK kromatogrami
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Sekil 3.20 Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.20: 3,4 dihidroksi kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.21: 4-hidroksi kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.22: Klorojenik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.23: Vanilik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.24: Kafeik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.25: p-Kumarik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.26: Ferulik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.27: SinnamiK asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.28: 2,5-dihidroksi kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.29: Epikatesin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.30: Rutin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.31: Ellagik kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.32: Kuersetin kalibrasyon grafigi

3.1 Tirozinaz Enzim Inhibitor Aktivite Deneyi
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Etanol, su, aseton ekstraklarinin tirozinaz enzim aktivitelerine bakilmistir.
Degerler kojik asite esdeger olarak hesablanmistir. Sonug olarak en yiiksek degeri
aseton yer ustii kisminda, en diisiik degeri su yer {stii kisminda tespit edilmistir.

Asagidaki tabloda degerlerin (%) verileri gosterilmistir.

Tablo 3.16: Tirozinaz enzimi ekstraktlarin yer alti ve yer tisti kismimlarinin (%) verileri

Suvy.i Suy.a Etanoly.ii | Etanoly.a | Asetony.a | Asetony.l
34.275 37.42 38.74 36.05 45.35 55.88

4. SONUC VE ONERILER

Anemone coronaria tiiriiniin kurutulmus yer alti ve yer iistii kisimlarindan
elde edilen su, etanol ve aseton ekstraktlariyla antioksidan deneyleri yapilmstir.
Antioksidan deney olarak; DPPH, ABTS radikal giderim aktivitesi, p-karoten-
linoleik asit (total antioksidan aktivite), indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesi
icin (FRAP), Fosfomolibdenyum ve CUPRAC yontemleri kullanarak deneyler
yapilmistir. Miktar tayin deneyleri ise total flavonoid, total fenolik, tane nmiktar
yontemleri ile yapilmistir. Bitkinin icermis oldugu bazi fenolik bilesenlerin igerik
tanimalar1 hizmet alimi yolu il HPLC ydntemi ile yapilmistir. Bitki ekstraklarinin

tirozinaz enzimi inhibitér aktivitelerine bakilmistir.

Ekstraktlarin ev sinegi (Musca domestica) ve sivrisinek (Culex pipiens)

tizerindeki larvasidal etkisi arastirildi.

Sec¢ilmis olan Anemone coronaria tirii {izerinde yukarida belirtmis
oldugumuz ¢aligmalarla ilgili literatiirde herhangi bir kaynaga rastlanilmamusgtir. Tiir
tizerinde herhangi bir calisma yapilmamis olmasi calismanin degerini arttiric

niteliktedir

4.1 Total Antioksidan Aktivite ve Miktar Tayinleri
Serbest radikal giderim aktivitesi, bitki oziitli igerisindeki antioksidan
bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve siipiirtiiciiliik etkilerine dayanmaktadir.

DPPH radikal giderim aktivitesi mor renkli DPPH ¢o6zeltisine antioksidan ilave
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edilmesiyle radikalin rengi antioksidanin varligi ile sar1 renge dogru acilir. Kolay ve
basit bir yontem olarak gliniimiizde gecerliligini korumaktadir. Bu yontemle yapilan
bir ¢calismaya gore; Anemone cinsine ait Anemone cathayensis tiiriinde en yiiksek
inhibitasyon degeri 30.578 ug / mL olarak gostermistir (Jun-li ve dig 2012 ).
Anemone tomentosa iizerinde yapilan calismada en yiiksek antioksidan aktivite
degeri I1Cs0 = 11.92 uM olarak gostermistir (Hao-Bin ve dig 2011).

Bu yontemle yapilan DPPH radikal giderim aktivitesi deneyinde su yer iistii
kisminda en diisiik IC 50 degeri 0.25+0.06 mg/mL, etanol yer alt1 ekstraktinda I1C so
degeri 6.39+0.12 mg/mL olarak gostermistir. Yiiksek IC 5o degeri diislik antioksidan
aktiviteye isaret eder. Bu nedenle su yer iistii ekstrakti daha yiliksek antioksidan
aktiviteye, etanol yer alti ekstraktidaha diisiik antioksidan aktivite gostermistir.
Uzerinde calisilan  bitkinin  ekstraklarinin  aktivitesi, BHA’nin aktivitesi ile

karsilastirildiginda zayif bir aktivitasyon gostermistir.

Bitki Oziitlerinin ABTS radikali giderme aktiviteleri 50 mg/mL, 100
mg/mL,150 mg/mL, 200 mg/mLve 250 mg/mL konsantrasyonlarda ol¢iilmiistiir.
Konsantrasyona bagli olarak absorbans degerlerinin  diismesi antioksidan
kabiliyetinin artdigim1 gostermistir. En yiiksek radikal giderim aktivitesinin IC 5o
degerini etanol yer alti kisminda 21.33£0.56 mg/mL olarak gostererek diisiik
antioksidan aktivite gostermistir. En disiik radikal giderim aktivitesinin IC so
degerini su yer lsii kisminda 4.79+0.01 mg/mL gostererek yiiksek antioksidan

aktivite gostermistir.

Bitki ekstraktlarinin  antioksidan aktiviteleri, [p-karoten-linoleik asit
oksidasyon yontemi ile belirlenmistir. Yontem, linoleik asitin inkiibasyonu
saglanmaktadir. Antioksidansiz ortamda [-karotenin karakteristik sar1 rengi
acilmaktadir. Solusyon ic¢ine antioksidan madde eklenmesi linoleik asitten olusan
peroksit {irlinlerinin  notralize edilmesi ile B-karotenin karakteristik sar1 rengi
korunmus olur . (Hidalgo, 1994) Anemone coronaria bitkisinin bu yontemle yapilan
radikal giderim aktivitesinde en yiiksek degeri aseton yer alt1 kisminda 79.16 mg/mL,

en diisiik degeri etanol yer alti kisminda 20.58 mg/mL gostermistir.
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Toplam fenolik madde miktar1 ile yapilan baska bir Anemone tiirii iizerinde
yapilan c¢aligmada (Anemone sylvestris) diploid ve tetraploid bitkiler arasinda
karsilastirilma yapilmistir. Sonug olarak 67.1 + 8.5 ila 118.4 + 2.57 mg GAE/g ve
62.7 + 5.9 ila 131.7 =+ 13.5 mg GAE/g kuru arasinda degisen farkliliklar
gostermistir.  Kesirlerin Kkarsilastirilmasinda, tetraploid bitkilerin polifenollerin
diploid olanlardan daha zengin oldugu gozlenmistir (Pavla ve dig 2018). fenolik
madde miktar1 en yiiksek aseton yer lstii kisminda 68.334+0.003 mg/mL GAE/g, en
diisiik degeri su yer alti kisminda 29.16+0.00 mg/mL GAE/g olarak gorilmistiir.
Fenolik maddeen yiiksek degere sahip olan o6ziitiin antioksidan aktiviteye sahip

olacagi sonucuna varilmistir.

Flavonoidler bitkilere kirmizi ve turuncu rengi veren, iltihap karsit1 maddeler
bulunduran birlesiklerdir. Toplam flavonoid maiktar1 kuersetin’e esdeger olarak en
yiiksek miktar1 aseton yer Ustii kisminda 118.42 mg QE/g, en diisiik etanol yer alt1
kisminda 11.64 mg/mL QE/g olarak tespit edilmistir.

Tanenler insanlar tarafindan tiiketilen bir ¢ok bitkilerde bulunmaktadir.
Bitkilerde dogal olarak bulunan polifenollerdir ve bitkiler iizerinde besleyici degere
sahiptirler. igerdikleri tanen miktar1 seviyeleri faydali olabilecek diizeylerden &liime
yol aca bilecek diizeylere kadar degisiklik gostermektedir (Aydin 2006). Bu
calismamizda da Anemone coronaria bitkisinin toplam tanen miktarina bakilmistir.
Toplam tanen miktar1 katesin kalibrasyon grafiginden ¢ikan denklemle
hesaplanmistir. En yiiksek tanen miktar1 aseton yer istli kisminda kisminda
55.49+0.05 mg/mL , en diisiik tanen miktar1 su yer alt1 kisminda 0.45+0.00 mg/mL
tespit edilmistir.

4.2 indirgeme Giicii Kapasitesi

Indirgeme kapasitesi tayininde ekstraktlarinin Fe+3’{i Fe+2’ye indirgeye
bilmesi incelendi. indirgeme giicii, bitkilerdeki antioksidan &zelligin nemli bir
belirtecidir (Peksel ve dig. 2006). Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron
transfer edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel antioksidan aktivitesinin onemli bir
gostergesi olarak kabul edilir. Bu yontemde, Fe+3/ferrisiyaniir kompleksinin ferro

formuna doniligmesi ile Prusya mavisi renk olusur ve artan konsantrasyon ile rengin
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yogunlugu da artmaktadir. Bu artisin yogunlugu olgiilerek (absorbans) indirgeme
kapasitesi belirlenir. Pavla ve arkadaslarinin Anemone sylvestris bitkisi i¢in diploid
ve tetraploid bitkiler arasindaki karsilastirmada sirasiyla tetraploid bitkiler i¢in 25.5 +
4.0 1la 192.3 = 2.8 mg TE g-1 ve diploid bitkiler i¢in 21.0 + 3.1 ila 159.4 + 10,0 mg
TE g-1 arasinda degismistir. A.coronaria coronaria tiiriiniin su,aseton,etanol
ekstraklar1 ile yapilan indirgeme kapasitesi yonteminde ekstraktlarin indirgeme
kapasitesinin konsantrasyona bagli olarak arttigi gozlenmistir. En yiiksek indirgeme
kapasitesi aseton yer alt1 kisminda 73.41+0.00 mg/mL olarak géstermistir. En diisiik

indirgeme kapasitesi 1.54+0.00 mg/mL olarak etanol yer alt1 kisminda gostermistir.

Fosfomolibdenyum deneyinde standart askorbik asite esdeger olarak
hesablamalar yapilmigdir. Deney Mo(V1) , Mo(V) e indirgemesi prensipine dayalidir.
Prosediir i¢in hazirlanmis aseton, su, etanol ekstraktlarindan en yiiksek 1Cso degerini
60.33+0.00 mg/mL aseton yer Ustii kism1 gostermistir. En diisiik 1Cso deger etanol
yer alt1 kisminda 7.1340.00 mg/mL gdstermistir.

Cuprak yontemi antioksidan bilesiklerin Cu(ll)-neokuproin kompleksini
Cu(l)-neokuproin kompleksine indirgemesi prensipine dayanmaktadir. Toma ve
arkadaglarmin (2015) Ranunculaceae familyasi Nigella damascena tiirii {izerinde
antioksidan c¢alisma yapilmistir. Cuprak yontemi ile yapdiklart indirgeme kapasitesi
deneyinde (26.1 £1.01 TE/g) deger bulmuslar. Bagka bir calismada Ranunculacae
familyasina ait Nigella sativa (¢corek otu)tohumu yaginin {izerinde yapilan
antioksidan ¢aligmada indirgeme kapasitesi olarak Cuprak yontemi kulluanilmistir.
Sonug olarak yiiksek indirgeme kapasitesi (40.55 + 0.04 pg/mL) gostermistir (Sicak
ve Erdogan Eliuz 2019 ).

A.coronaria ile yapdigimiz indirgeme kapasitesi deneyin de en yiiksek 1Cso

degeri etanol yer {istii kisminda (15.39+0.04 pg/mL TE/g) gostermistir.

A.coronaria su, etanol, aseton ekstraktlarinin metal selatlama kabiliyeti
demir-ferrozin kompleksi dlgiilerek belirlenmistir. Selatlama kabiliyeti Fe* 2 ¢ozeltisi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglar EDTA ile karsilastirilmistir. En yiliksek selatlama
kabiliyeti etanol yer istii kisminda (0.25+0.039 pg/mL) gostermistir. Kolak ve
arkadaglarinin (2006) Delphinium linearilobum iizerinde yapdiklari ¢aligmada metal
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selatlama kapasitesi (92.60 + 0.05pug/mL) gostermistir.

4.3. Bitki Ekstraktlarimin Sitotoksik ve Larvasidal Etkileri

Bu g¢alismada Anemone coronaria tiiriiniin yer alt1 ve yer ustii kisimlarinin
etanol,su ve aseton ¢oziiciileriyle elde edilmis ekstratlarinin Artemia salina tiiriine
kars1 sitotoksik etkisi arastirilmistir. Test sonucuna gore aseton, etanol ve su
ekstraktlarinin LCsg degerlerine gore Suyer iistii kismindaen diisiik deger (8.44
mg/mL), en yiiksek deger ise suyer alt1 kisminda (4.03 mg/mL), etanol yer alti
kisminda (0.23 mg/mL) etanol yer isti kisminda (0.92 mg/mL), aseton yer alti
kisminda (0.14 mg/mL) yer istii kisminda ( 0.05 mg/mL) olarak tespit edilmistir.

Sinekler patojen mikroorganizmalarin potansiyal tasiyicilar1 olarak kabul
edilmektedir. Miicaddele i¢in larvasidal maddeler kullanilmaktadir. Miicadele i¢in
kullanilan yaygin larvasidal maddelere karsi diren ¢kazanmaya baslarlar. Bu durum
zararli bocek popiilasyonlarinin kontroliinii zorlagtirmaktadir. Larvasidal maddelerin

dogru kullanilmasi son derece 6nemlidir.

Bu c¢alismada Anemone coronaria bitkisinin su yer alti ve yer disti
ekstrakalrindan yapilan larvasidal etki deneyi i¢in Musca domestica ( ev sinegi) ve
Culex pipiens (sivri sinek ) larvalar1 kullanilmistir. Musca Domestica ile yapilan
baska bir ¢alismada Mansour ve arkadaslar1 10 farkl aileye ait toplam 11 ekstrakt ev
sinegi Musca domestica L'ye karsi detayli toksisite degerlendirmesine tabi tutmuslar.
Piper nigrum igin larvasidal LCso degerleri ( 50.1 ppm), Azadirachta indica (76.9
ppm), Conyza aegyptiaca (77.0 ppm) ve Cichorium intybus(96.8ppm); Punica
granatum oziitii, en disiik toksisiteye sahiptir (213.9 ppm) (Mansour 2011).

Anemone coronaria tiiriiniin su yer alti ve yer ustii ekstraklari ile yapilan
larvasidal etki deneyi i¢in kullanilan Musca domestica ( ev sinegi) larvalarin biiyiik
cogunlugu 2 ve 3. evreden olmustur. Su yer alt1 kisminda larvasidal LCso degerleri
(12.07 mg/mL), su yer istii kisminda (3.05 mg/mL) olarak bulunmustur. Yukarida
verilmis olan bitkilerle karsilastirildiginda Anemone coronaria zayif bir toksisiteye

sahiptir.
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Culex pipiens ile Cyclamen parviflorum ve Cyclamen alpinumiizerinde
larvasidal etki deneyi yapilmis tiirler arasinda en digiik Oldiiriicii konsantrasyon
Cyclamen alpinum tiiriiniin yer alt1 kisminda 72 saat sonucunda 151.87 ppm olarak
gozlenirken en yiiksek oldiriicii konsantrasyon Cyclamen parviflorum tiiriiniin yer
altt kisminda 24 saat sonucunda 1821.60 ppm olarak bulunmustur (Turan 2016 ).
Culex pipiens ( sivri sinek ) ile yapilan larvasidal etki deneyi igin Anemone coronaria
bitkisininsu yer alti ve yer ustii ekstraktlar1 kullanilmistir. Deney sonucu hik bir
Olime rastlanilmadigindan istatiksel hesaplama yapilamamistir. Sonuc olarak
Anemone coronaria bitkisi diger 6rnekle karsilastirildiginda Culex pipiens iizerinde

hik bir larvasidial etkiye sahip olmamastir.

Brine shrimp genel toksisite deneyi sonucuna gore,bitki ekstraktlarinin LCso
degerine en yiiksek deger su yer iistii kisminda (8.44 mg/mL), en diisiik deger ise

aseton yer Ustii kisminda (0.05 mg/mL) olarak elde edilmistir.

4.4. YPSK (HPLC) Yontemi ile Fenolik Bilesiklerin Elde Edilmesi

Wen-Cai ve arakadaslariin (2001) Anemone anhuiensis (Ranunculaceae)
tirlinlin rizomlarinda bilinen 3 saponin birlikde 4 yeni oleanan triterpen tespit
etmigler. Bunlar sirastyla 3-O-aa-L-rnopiranosil- (1 — metil 2) -bb-D-ksilopiranosil
oleanolik asit 28-O-bb-D-glikopiranosil- (1 — metil 6) -bb-D-glikopiranosil ester, 3-
O-bb-D-ksilopiranosil oleanolik asit 28-O-aa-L-rnnopiranosil- (1 — metil 4) -bb-D-
glikopiranosil- (1 — metil 6) -bb-D-glikopiranosil ester, 3-O-a-L-ramnopiranosil- (1
——2)-bb-D-glukopiranosil oleanolicacid 28-O-aa-L-rhamnopyranosil- (1 —— 4) —
bbD-glikopiranosil- (1 — 6) -bb-D-glikopiranosil ester, 3-O-bb-D-glikopiran-nosil-
(1 — metil 3) -aa-L-rhamnopiranosil- (1 — metil 2) -bb-D-ksilopiranosil oleanolik
asit 28-0-aa-L-rnopiranosil- ( Sirasiyla, 1 — Cinsiyet 4) -bb-D-glikopiranosil- (1 —
Cinsiyet 6) -bb-D-glikopiranosil ester olarak agiklanmistir.

Thomson ve arkadasglariin (1983) yapdigi calismada ise Avustralya deniz
anemonu Actinia tenebrosa'dan yeni uyarici protein olan tenebrosin-A HPLC ile

tespit edilmistir.

Bonora ve arakadaslarinin (1987) Ranunculaceae tiirleri iizerinde

protoanemoninin dagilimi ve kantitatifligi lizerine bir HPLC c¢alismas1 yapilmas.
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Sonuglar, protoanemoninin, bu aile i¢indeki sistematik iliskilerin aydinlatilmasinda

yararli bir kimyasal belirte¢ olabilecegi kanaatina varmiglar.

Protoanernonin taze bitkiden elde edile bilen doymamis basit laktonlardir.
Bitki dokularinin yaralanmasi sonucu enzimatik olarak ranunkulinden meydana
gelmektedir. Bu familyadaki bitki ekstrelerinde goriilen antibiyotik aktivite
protoanemoninden ileri geldigi diistiniilmektedir. Protoanemonin B- angelikaiakton
yapisindadir. Anemone coronaria bitkisi ile yapilan antibakteriyal testi sonucu
bitkide bulunan protoanemonin Staphylococus aureus, Escherichia coli ‘ye
bakterilerine karsi daha ¢ok etkilidir (Bing6l ve dig 2018 ).

Anemone coronariae tanol yer alt1 ve yer istii ekstraklarinin HPLC cihaz ile
fenolik bilesik dagilimina ait kromotogramlardaki piklerin tanimlanmasi i¢in bir seri
fenolik asit standardi (gallik asit, 3,4 dihidroksi benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit,
Klorojenik asit, vanilik asit, kafeikasit, p-kumarikasit, ferulikasit, sinnamik asit,2,5
dihidroksi benzoik asit, rutin, ellagic, naringin, quercetin, vanilik, epikatesin) enjekte
edilmigtir. Ekstraklara ait kromotogramlardaki piklerin gelis zamanlar1 ve
spektrumlart bu standartlarla karsilastirilarak tiirlerin igerdigi fenolik asitler
tanimlanmaya  caligilmigtir. Standart maddelere ait kalibrasyon egrileri ve
denklemleri kullanilarak tanimlanan fenolik bilesiklerin miktarlar1 hesaplanmstir.
Ekstraklarin fenolik bilesik dagilimmi belirlemeye yonelik yapilan calismalar
sonucunda 15 farkli fenolik bilesik tespit edilmistir. Anemone coronaria etanol yer
alt1 ve yer Ustii ekstraklarinda sirasiyla etanol yer alt1 0.125 pg/g kuersetin, etanol yer
alt1 0.439 ng/g ferulik asit, etanol yer alt1 3.899 pg/g p-kumarik asit,etanol yer alti
13.830 pg/g etanol yer alti, etanol yer istii 16.230 pg/g naringin, etanol yer alti
16.778 ng/g gallik asit, etanol yer istii 17.878 pg/g sinnamik asit, etanol yer {isti
42,873 ng/g 4-hidroksi benzoik asit, etanol yer alt1 56.685 pg/g rutin, etanol yer tstii
78.352 ng/g kuersetin, etanol yer isti 116.831pg/g gallik asit, etanol yer isti
126.714 pg/g p-kumarik asit, etanol yer tstii 127.315 pg/g ferulik asit, etanol yer
iistli 130.001pg/g klorojenik asit, etanol yer alti 136.296 pg/g vanilik asit, etanol
etanol yer alti 193.437 pg/g epikatesin, etanol yer usti 251,926 ug/g 3,4
dihidroksibenzoik asit, etanol yer alt1 299.042 pg/g sinnamik asit, etanol yer tstii
308,635ug/g vanilik asit,etanol yer tistii 388.686 pg/g rutin, etanol yer isti
409,668ug/g epikatesin,etanol yer alti 537,385 pg/g kafeik asit, etanol yer istii
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622.447ug/g ellagik,etanol yer isti 2154,815 pg/g kafeik asit,etanol yer stii
9414.745 png/g, etanol yer alti 12828.860 png/g, 2,5 dihidroksi benzoik asit
belirlenmistir. Sonug¢ olarak YPSK yontemi ile elde edilen fenolik bilesiklerden en
yiiksek etanol yer 12828.860 pg/g 2,5 dihidroksi benzoik asitte gézlenirken, en
diisiik etanol yer alti etanol yer alt1 0.125pg/g kuersetin gozlenmistir. Fenolik
bilesiklere ait kalibrasyon egrileri Sekil 3:18 ve Sekil 3:31* de goriildiigii gibidir.

4.5 Tirozinaz Enzim Inhibitor Aktivitesi
Tirozinaz (polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz,
dihidroksi-Lfenilalanin: oksijen oksidorediiktaz (E.C 1.14.18.1)) olarak adlandirilan
bir enzimdir. insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde bulunan melanin piqmenti igerir.

Kofaktoru bakirdir.

Cakmak ve arkadaslariin (2017) Medicago rigidula (L).tizerinde yapdiklart
enzim inhibitasyon aktivite deneyi sonucu tirozinaz enzim aktivitesi (16.36+0.85 mg
KAE/Q) olarak bulmuslar.

Aliyazicioglu ve arkadaslarnin(2018) Dactylorhiza osmanica iizerinde

yapdiklar1 calismada ise bitkinin IC50 degeri anlamli bulunmamustir.

A.coronaria tizerinde yapdigimiz ¢aligmada ise en yiiksek yilizde deger aseton
yer istiinde 55.88 mg KAE/g, en diisiik deger su yer iistiinde ise 34.275 mg KAE/g

bulunmustur.

Yapilan c¢aligmalar goz Oniinde bulunduiiunda A.coronaria tiirii
ekstrasktlariin antioksidan aktiviteye, zengin sekonder metabolit igerigine farkli
biyolojik 6zelliklere sahip bir bitki oldugu ortaya konulmus olur. Tiir ekstraktlarinin
bu oOzellikleri onlarin fitokimyasal olarak etkili olduklarini, bazi farmokolojik
ozellikler tasidiklarin1i ve ileride tibbi amaglar icin kullanila bilece§ine olanak
yaratmaktadir. Tiim bunlar tiir lizerinde ileride yapilacak olan c¢aligmalara isik

tutacaktir.
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