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OZET
CENTAUREA MUCRONIFERA DC BITKISININ FITOKIMYASAL VE BIYOLOJIK
AKTIVITE OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
Emine Hatun SOYLU
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danigsman: Prof. Dr. Giilmira OZEK

Calismada, Sivas civarinda yetisen Centaurea mucronifera DC bitkisinin {izerinde
kapsamli fitokimyasal ve biyolojik aktivite aragtirmalari gerceklestirilmistir. Bitkinin
toprak tistli kismindan hidrodistilasyonla ugucu yagi (CMUY), mikroekstraksiyonla sabit
yag asitleri (CMSY), ve maserasyonla n-hegzanli, metanollii ve sulu ekstreleri (CMHE,
CMME, CMSE) elde edilmistir. CMUY ve CMSY kimyasal kompozisyonlar1 gaz
kromatografisi teknikleri (GC-FID ve GC/MS) ile incelenmistir. Major ugucu bilesikler
olarak 1-izobutil 4-izopropil 3-izopropil-2,2-dimetil suksinat, hekzadekanoik asit, 2-
metil-2,2-dimetil-1-(2-hidroksi-1-metiletil)propil propanoat, karyofillen oksit, ve 1,5-
epoksi-salvial-4(14)-en tespit edilmistir. Cigeklerin sabit yag profilinde major bilesikler
olarak doymus asitlerden hekzadekanoik, nonadekanoik ve stearik, doymamaiglardan ise
linolenik ve linoleik asitleri tespit edilmistir. Polar ¢oziiciiler ile elde edilen ekstreler LC-
MS/MS teknigi ile incelenmistir. Major bilesikler olarak kaffeoyilquinik asit, ferulik, 5-
kafeoyilquinik ve feruloyilquinik asitleri tespit edilmistir. Flavonoitler grubundan
ekstrelerde metil kersetin glukozit ve metil apigenin glukozit tespit edilmistir. Ugucu yag
ve ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH, TEAC, CUPRAC testleri ile
degerlendirilmistir. Biyootografik HPTLC teknigi uygulanarak polar ekstrelerin
antioksidan aktivitesinden fenolik bilesiklerin sorumlu oldugu tespit edilmistir.
Mikrotitre plaka teknigi kullanarak numunelerin zayif a-amilaz enzimi inhibisyonu etkisi
(<%50) saptanmistir. Bunula birlikte, CMUY ig¢in en yiiksek inhibisyon degeri (%34)
tespit  edilmistir.  Numuneler 2,0-0,001 mg/mL konsantrasyon araliklarinda
asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibisyon gostermemistir. Tez kapsaminda C.
mucronifera apolar ve polar ekstrelerinin ve sabit yaginin kimyasal kompozisyonlari ilk
kez aydmlatilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan, anti-oa-amilaz ve
antiasetilkolinesteraz etkileri ilk kez arastirilmistir.
Anahtar Sozciikler: Centaurea mucronifera, Asteraceae, Alifatik ester, Antioksidan,

Kafeoyilquinik asit.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CENTAUREA MUCONIFERA DC CHEMICAL
COMPOSITION and BIOLOGICAL ACTIVITY

In this study, comprehensive phytochemical studies and screening of biological
activities of Centaurea mucronifera DC have been carried out. The essential oil (CMUY)
and fatty acids (CMSY) were obtained from the aerial parts by hydrodistillation and
microextraction, resp. The extracts were obtained by maceration with n-hexane (CMHE),
methanol (CMME) and water (CMSE). The chemical compositions of CMUY and CMSY
were investigated by gas chromatographic techniques (GC-FID and GC/MS). The major
volatiles compounds have been found to be as 1-isobutyl 4-isopropyl 3-isopropyl-2,2-
dimethyl succinate, hexadecanoic acid, 2-methyl-2,2-dimethyl-1-(2-hidroxy-1-
methylethyl)propyl propanoate, caryophyllene oxide and 1,5-epoxi-salvial-4(14)-ene.
Hexadecanoic, nonadecanoic, stearic, linolenic and linoleic acids were found in the fatty
acids profile. The polar extracts chemical composition has been investigated with LC-
MS/MS technique. Caffeoylquinic, ferullic, 5-caffeoylquinic, and ferulloylquinic acids
have been found as main phenolic acids. The flavonoids in the extracts were presented by
methyl quercetine glucoside and methyl apigenine glucoside. Antioxidant activities of the
essential oils and the extracts were evaluated with DPPH, TEAC, and CUPRAC tests.
Bioautographic HPTLC investigation of the polar extracts revealed the phenolic
compound to be responsible for their antioxidant potential. Using the microtide plate
technique, the weak a-amylase enzyme inhibition effect (<50%) of the samples was
determined. Although, CMUY demonstrated the highest inhibition value (34%) among
other extracts. Samples did not show inhibition against acetylcholinesterase enzyme at
2.0-0,001 mg/ml concentration intervals. Within the scope of the thesis, the chemical
profiles of C. mucronifera apolar and polar extracts and fatty acids were investigated for
the first time. Antioxidant, anti-a-amylase and antiacetilcholinesterase effects of essential

oil and extracts were evaluated for the first time.

Keywords: Centaurea mucronifera, Asteraceae, Aliphatic ester, Antioxidant,

Caffeoylquinic acid.
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Abs : Absorbans
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1. GIRIS ve AMAC

Bitkiler besin kaynagi olmalariin yani sira igerdikleri kimyasal bilesenlerin tibbi
Ozelliklerinden dolay1 biiyiik oneme sahiptir. Eski ¢aglardan beri bazi hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin sayisi, yapilan bilimsel aragtirmalar 1s181inda
zamanla artis gostermektedir ve 20. yiizyilda bu say1 yaklasik 20000 civarina ulagsmistir
(Baytop, 1999). Diinya Saglik Orgiitiine gore, gelismekte olan iilkelerde toplumun %80’
tedavide bitkisel ilaglar1 tercih ettigi tespit edilmistir ve gelismis iilkelerde receteli
ilaglarin yaklasik %25 ini bitkisel kokenli etken maddeler olusturmaktadir (Faydaoglu ve
Siirtictioglu, 2011). Sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi, bitkisel ilaglarin daha
kolay ulasilabilir olmasi arastirmacilari tibbi bitkilerin igerigindeki biyolojik olarak aktif
bilesiklere yonlendirmistir (Baytop, 1999).

Tiirkiye cografi konumundan dolayr onemli iklim kusaginin ortasinda yer
almaktadir. Ulkemizin cografi konumu, zengin bir bitki Ortiisiine sahip olmasma ve
endemik bitkiler agisindan zengin bir iilke haline gelmesine neden olmustur. 140 kadar
tibbi bitki 1948 ve 1974 Tiirk kodekslerinde kayitli olmasina ragmen giiniimiizde yaklasik
500 bitki tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir (Canli, 2018). Tibbi bitkilerin trettikleri
flavonoitler, tanenler, alkaloitler gibi sekonder bilesiklerin insan sagligi agisindan 6nemli
biyolojik aktiviteye sahip olmas1 yapilan ¢alismalarla bilimsel olarak ortaya konulmustur
(Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2011). Diinya tizerinde mevcut olan bitkilerin ¢ok az bir kismi1
ile ilgili aragtirma yapilmistir. Tedavide kullanilabilecek yeni bitkisel kaynakli ilag
hammaddelerinin kesfedilmesi agisindan tibbi bitkiler {izerinde yapilan kimyasal profil
inceleme ve biyolojik aktivite galismalar1 biiylik 6nem arz etmektedir.

Asteraceae familyasi yaklasik 24.000-30.000 tiir ve 1600-1700 cins ile, 6zellikle
Bat1 Asya ve Akdeniz bdlgesi olmak lizere diinyaya yayilmis en biiylik ¢igekli bitki
ailesidir. Centaurea cinsi, Tirkiye'de 118'i endemik olmak tizere 194 tiirden olugsmaktadir
(Sen vd., 2021). Centaurea cinsi peygamber ¢igegi, zerdali dikeni, goban kaldiran, timur
dikeni, boga dikeni gibi isimlerle anilmaktadir (Wagenitz, 1975).

Centaurea tiirleriyle ilgili gergeklestirilen fitokimyasal ¢alismalar sonucu bu bitki
tiirlerinin kompozisyonlarini1 ¢ogunlukla seskiterpenoit ve flavonoitler olusturmaktadir.
Centaurea tiirlerinin tibbi 6zellikleri biiyiik olasilikla seskiterpen laktonlarin varligindan
kaynaklanmaktadir (Sokovic vd., 2017). Centaurea tiirlerinin toprak iistii kisimlar1 halk
arasinda yillardir tek basina veya diger bitkilerle kombinasyon halinde antidiyabetik,

antiromatizmal, antienflamatuar, antibakteriyel, kolalog, stomasik, diiiretik, adet



soktiirticii, hipotansif ve antipiretik amaglarla kullanilmaktadir (Arif, Kiipeli ve Ergun,
2004). Pek ¢ok Centaurea, tiikiiriik ve mide asitlerinin akigini uyararak, hastalara istahi
geri kazandirdig1 inanciyla toniklere eklenmistir (Khammar ve Djeddi, 2012).

Centaurea mucronifera DC. iilkemizde dogal olarak yetisen endemik bir tiirdiir.
Halk arasinda “bolkar” geleneksel adiyla bilinmektedir (http-1). Kaynak taramasi sonucu
goriilmiistiir ki C. mucronifera tiirtiyle ilgili su ana kadar yapilan ¢alismalar ¢ok kapsamli
olmayip sadece ucucu yag kompozisyonu ve metanollii ekstresinin antioksidan ve
sitotoksisite aktivitesi arastirilmistir (Shoeb vd., 2007°; Tepe vd., 2006; Dural vd., 2003).

Bu tez kapsaminda C. mucronifera tiiriiniin toprak tstii kisimlarinin ugucu yag,
sabit yag asitleri ve farkli polariteli ekstrelerinin kimyasal kompozisyonlarinin
aydimnlatilmast amacglanmistir. Ayrica, ugucu yag ve ekstrelerinin biyolojik aktivite
potansiyellerinin kapsamli incelenmesi de amaglanmistir. Bu amaglar dogrultusunda C.
mucronifera ile ilgili asagidaki arastirmalarin gergeklestirilmesi hedeflenmistir:

+ C. mucronifera bitkisi ugucu yagin elde edilmesi,

« C. mucronifera bitkisi sabit yag asitlerin elde edilmesi,

« C. mucronifera farkli polaritelerde ¢oziiciilerle ekstrelerin elde edilmesi,

* Ucucu yag ve sabit yag asitlerin kompozisyonlariin GC-FID ve GC/MS teknikleri ile
belirlenmesi,

* Ekstrelerin kompozisyonlariin HPLC teknigi ile belirlenmesi.

* Ekstrelerin toplam flavonoit ve toplam fenol miktarlarinin tespit edilmesi,

» Ekstrelerin ve ugucu yagin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitelerinin (TEAC),
serbest radikal siipiiriicii etkilerinin (DPPH testi), bakir (1) iyon indirgeme antioksidan
kapasitesinin (CUPRAC) belirlenmesi,

* Ekstre ve ugucu yagin antidiyabetik etkilerinin (a-amilaz enzimi inhibisyonu)
belirlenmesi,

» Ekstre ve ugucu yagin antiasetilkolinesteraz enzim inhibisyonu belirlenmesi.

C. mucronifera bitkisi tizerinde daha 6nce Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi
(TEAC), Cu(ll) iyon indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) deneyleri,
antikolinesteraz ve a-amilaz enzim deneyleri uygulanmamis olup bu tezle birlikte ilk defa
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Centaurea tiirleri iizerinde daha nice yapilan bilimsel
caligmalar referans alindiginda C. mucronifera’nin biyolojik aktiflik potansiyelinin
ortaya c¢ikarilmasi gerektigini ve daha Once arastirilmamis enzim aktivitesinin

arastirilmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1.  Asteraceae Cinsi Morfolojik Ozellikleri

Asteraceae familyas: tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu, bazen de cali
formunda olan bitkilerden olusur. Bu familyada yapraklar alternat veya bazen karsilikli,
stipulasiz (nadiren stipulali), tam, disli, loplu veya ¢esitli sekilde parcadir. Cigekler,
genellikle ¢ok sayidadir, nadiren tek bir ¢igekte bulunur. Cigekler, involukrum
yapraklarmin (fillariler) olusturdugu bir veya ¢ok sayida seriden olusan bir kapitulum
halinde kiimelenmistir. Kapitulum sapsiz nadiren birlesmis, bazen de bas seklinde ikinci
bir kapitulum halinde (pseudosefalium) kiimelenmistir. Cigek tablasi (reseptakulum)
ciplak veya pullu uzun tiylii veya killi olabilir. Cigekler epigindir, erkek organlari
hermafrodit veya en azindan fonksiyonel olarak verimsiz olabilir. Kaliks ovaryum
tepesinde killi, tiiylii, meyve ile biiyliyen aristali papusla veya korolla (tag) ile temsil
edilir. Meyve aken (cipsela) tipindedir. Sapsiz olan veya dokiilen bir papus tasir

(Wagenitz, 1986; Kargiin, 2011).

2.1.1. Centaurea L. cinsi morfolojik ozellikleri

Bir yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otlar, nadiren dikenli dall1 kiigiik calilar veya
her zaman yesil yapraklara sahip daha biiylik yar1 ¢alilardir. Govdesi tomentoz veya
skabroz, ¢ok hiicreli tiiyldi, nadiren tiiysiizdiir. Yaprak yiizeyleri genellikle sik veya kisa
tiiylii ya da piirtiiklii olmakla beraber nadiren tliysiizdiir. Almagli (alternat) olarak dizilmis
olan yapraklar bazen tamamen tabanda rozet formunda yer alir. Genellikle loplar
laminanin yarisinin tigte ikisi kadar derin pargalidir. Bazen lamina tabani1 govde ile
mesafe boyunca beraber gelismistir. Tiirkiye’de Centaurea odyssei Wagenitz hari¢ diger
tiirlerin yapraklar1 dikenli degildir. Kapitulum iki tip ¢i¢ekten ibaret ve disk seklindedir.
Involukrum oval, kiiremsi, yarim kiire, hemen hemen silindirik, diktértgenimsi (oblong)
veya ig bicimindedir (fusiform). Fillariler ¢ok sirali ve kiremitler gibi birbirlerinin {izerine
binmis durumda veya dik konumlu olup, neredeyse her zaman zarsi, saman renginde veya
derimsidir. Cok cesitli apendegler tam veya sacaklidan kirpikliye dogru, dairemsi,
lanseolat veya ii¢ koseli, kiit veya bir mukro, dikencik veya sert bir dikenle sonlanmis
olabilir. Apendegler bazen sadece bir mikron veya kiiclik dikenden ibarettir, nadiren
apendec¢ bulunmayabilir. Reseptakulum diizgiin kisa ve sert tiiylerle ortiilidiir. Cicekler
pembe, mor-kirmizi, mavi, sar1 veya beyazimsi renkli ve tiipstidiir. Kenarda yer alan

cigekler steril (verimsizdir), merkezdekiler ise erdisidir (hermafrodit). Akenler genellikle
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ciplak ve olgunlastigt zaman yassilagsmis, tepesi kalin veya kesiktir. Esit olmayan ve
yumusak killardan olusan papus merkeze dogru dereceli olarak uzamistir, fakat en igteki
sira sik sik kisa ve daha c¢ok balik pulu gibidir. Papus kalic1 veya nadiren diisiiciidiir,

bazen de olmayabilir (Wagenitz, 1975; Wagenitz, 1986; Kargiin, 2011).

2.1.2. Centaurea mucronifera bitkisinin morfolojik ézellikleri

Cok yillik, kamefid, kuvvetli odunsu koklii, ¢ok sayidaki verimsiz siirgiinle kiime
olusturmaktadir. Bu kazik kdklerin boyu 19- 45 cm, kalinlig1 ise 1-4 cm kadardir. Cigekli
dallar 3-45 cm kadar boylanabilen, basit bir yap1 gostermektedir. Yapraklar gri-beyaz
tilylii tomentos, bazal yapraklar lanseolat, oblong, rhomboid ve hemen hemen daireseldir.
Yaprak uglari sivri, yaprak kaide baglantilar1 asagiya dogru sarkarak uzamis durumdadir.
Yapilan dl¢limler sonunda bazal yapraklar 0,5-0,9 cm eninde, 5-9 ¢cm boyunda, ugtaki
yapraklar 5-7 cm eninde ve 5-8 cm boyunda oldugu bulunmustur. Uzun sapli, gdvdeye
ait yapraklar birkag tane ve benzer sekillidir. Kapituladaki involukrum 18-22-(25) eninde,
9-15-(21) mm boyundadir. Ek yapilar genis, konveks, zarsi, yaklasik dairemsi, hemen
hemen geriye kivrik, siller 21-36 adet, ¢ok kiigiik disli (0,1-0,8-1 mm), 0.3-1 mm
uzunlugunda ugta kiigiik dikencikli, 24-36 sillidir. Akenler 2-4 mm eninde, 5-9 mm
boyundadir. Akendeki tity demeti iki sirali, igteki sira boyu ortalama 2-4 mm, distaki tity
demeti boyu 5-8 mmdir (Celik, 2003).

C. mucronifera odunsu rizomlar1, 3-40 cm uzunlugunda basit ¢icekli saplari, gri-
beyaz tiliyleri olan yapraklari ve pembe-mor renkli gigekleri olan gok yillik bir bitkidir. C.
mucronifera Tiirkiye i¢cin endemik bir tiirdiir. Giiney ve Bati Anadolu'da genellikle kaya
yariklarinda ve kalker kayaliklarinda yetisir (Dural vd., 2003).

Halk arasinda bolkar olarak bilinen C. mucronifera iilkemizde genis yayilim
gostermektedir (http-1). Ozellikle Adana, Erzincan, Giimiishane, Kayseri, Konya,
Malatya, Kahramanmarag, Nigde, Sivas ve Yozgat bolgelerinde rastlamak miimkiindiir

(Sekil 2.1).



Sekil 2.1. Centaurea mucronifera (DC.) Tiirkiye 'de yayilist (http-2)

2.2 Centaurea Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Centaurea tiirleri iizerinde yapilan etnobotanik arastirmalar, bu tiirlerin halk
arasinda bir¢ok hastaligi tedavi etmek amaciyla kullanildigini ortaya ¢ikarmigtir.
Asagidaki tabloda rapor edilen bazi Centaurea tiirlerinin halk arasinda kullanimi
Ozetlenmistir (Tablo 2.1):

Tablo 2.1. Centaurea tiirlerinin yoresel ismi ve halk arasimda kullanimi

Centaurea

Tiirii Yoresel isim Kullanmihis Uygulama Sekli Kaynak
C. balsamita Kilig otu Ciban patlatici Yaprak estresi Sezik vd., 1997
Mide agrisina Dahilen
karsi dekoksiyonu
C. virgata Saladir Haricen,ukl"%lleri Tabata vd.,
Yara iyilestirici tereyagt ile 1994
karistirilarak
merhem halinde
Boga dikeni
C. pulchella Glimiis Ciban patlatici Haricen, toz halde Sezik vd., 2001
siiplirge
Dahilen, taze
) halde doviilerek
C. lycopifolia Kumaci otu Okstirik kesici ¢ikan ozsuyu Yesilada vd., 1995
alinir ve sekerle
karigtirtlip igilir
Kan dindirici Haricen, toz halde
o Hemoroid Dahilen inﬁ:lzyon,
C. drabifolia Basur otu . cay veya sigara Honda vd., 1996
tedavisinde .
seklinde
Istah acic1 ve
dispepsi, diiiretik,
C. benedicta L. galakta}gog, Infiizyon, Tiwana vd., 2021
karaciger dekoksiyon

gliclendirici ve
yara iyilestirici




Tablo 2.1. (devam) Centaurea tiirlerinin yoresel ismi ve halk arasinda kullanimi

Centaurea Tiirii Yoresel isim Kullanihst Uygulama Sekli Kaynak
C. pterocaula Corugbozan Yara iyi edici Haricen, toz halde Sezik vd., 1997
Ak behmen, Midevi, adet
C. behen zerdali dikeni soktiriici Baytop, 1999
Cocuklarda uguk Haricen, kavrulup
tedavisi toz edilerek Fujita vd., 1995
o Dahilen hap gibi Tabata vd.,
C. solstitialis ssp. C? kur d¥ke“¥’ Sitma tedavisi yutularak veya 1994
L oglak dikeni, . M .
solstitialis . sigara gibi icilerek Sezik vd., 2001
saridiken P .
Peptik tlser Taze iken ha Yesilada vd., 1995
semptomatik . P Honda vd., 1996
. seklinde
tedavi
I Dahilen, %2-6
Ates dilsiiriicd lik inflizyon
C. iberica Cakirdikent, ;ﬂa lyi edici Haricen tozhalde 1. 1 ve Erol, 1999
: cobankaldiran ! T{:rg;lsma Dahilen, infiizyon Sayar vd., 1990
Yilan giicp Ezilerek siirme
sokmasina karsi
C. calcitarapa Cobankaldiran, Ates diisiiriicii Dahilen %2-6’11ik Akkurt, 2011;
: P Timur dikeni § dus infiizyon Baytop, 1994
C. urvillei ssp. Kétiiriim Akkurt, 2011; Baytop,
armata 1994
Ishal kesici,
kuvvet verici, Dabhilen %5°’lik
Peygamber istah agici, gogiis inflizyon
C. cyanus cicegi, yumusatict Sayar vd., 1990
gokbas Sag . Haricen, inflizyonu
kepeklenmesine .
ile bas yikanir
kars1
Ciftlik
C. sadleriana hayvanlarinin Csupor, 2010
Janka yaralarini
iyilestirmek i¢in
Cigek, meyve ve
toprak {istii
C. kurdica . kisimlarindan Giiragag Dereli vd.,
Reichard Yatistiricr, sedatif hazirlanan 2020
inflizyon ve
dekoksiyon
C. chilensis Antipiretik, Bitkinin sulu Arif vd., 2004;
' antiromatizmal ekstresi Sepulveda vd., 1994
Dijestif, diiiretik ; .
C. melitensis ve Tonik seklinde A”f.Vd" 2004;
. o Kamanzi vd., 1983
hipoglisemik

Yapilan kapsamli literatiir ¢aligmasi sonucu Centaurea cinslerinin diinyada

ozellikle Tiirkiye’de asirlardir halk ilaci olarak kullanildig1 ayn1 zamanda bir¢ok biyolojik

aktivitelerinin bilimsel olarak kanitlandig1 goriilmiistiir. Cesitli biyolojik ¢alismalar, anti-

enflamatuar, anti-piretik, analjezik, anti-trombosit, yara iyilestirici, anti-iilserojenik,



hepatoprotektif,  antiplasmodial,

sitotoksik,

antiproteazomal,

antihemoroidal,

antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve alelokimyasal, idrar soktiiriicii, antineoplastik,

tonik, antinosiseptif, antiaterosklerotik etki, gibi 6énemli aktiviteleri ortaya koymustur

(Albayrak, 2017; Sokovic, 2017)

Gliniimiize kadar bir¢ok Centaurea tiirlerinin biyolojik ve fitokimyasal aktivitesi

arastirtlmis ve kanitlanmig aktiviteler rapor edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu bu

tiirlerin gida sektorii ve ilag endiistrisinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Asagidaki

tabloda giiniimiize kadar rapor edilen baz1 Centaurea tiirleri tizerinde yapilan ve bilimsel

olarak kanitlanmis biyolojik aktivite ¢alismalar1 6zetlenmistir (Tablo 2.2.):

Tablo 2.2. Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢calismalart

Biyolojik Aktivite Centaurea Tiirii

Calisilan Kisim ve
Kullanmim Sekli

Kaynak

C. nigra Tohumlardan elde Kumarasamy vd., 2003
edilen metanollii ekstre
C. iberica Seskiterpen lakton Ulusoylu, 2004
C. triumfettii ekstreleri
C. cyanus
C. sessilis Ucucu yaglar Yayli vd., 2005
C. armena
C. aladagensis Ucgucu yagi Kose, 2007
C. virgata Kloroformlu ekstre Erecevit, 2007
C. pullata Toprak istii kisimlari Djeddi vd., 2008
Seskiterpen laktonlar
C. balsamita Kloroform, etil asetat, Yildirim, 2008
C. coronopifolia aseton ve etanol
ekstreler
Antimikrobiyal C. amanicqla Ugucu yaglar Formisano, 2008
C. consanguinea
C. ptosimopappa
C. solstitialis subsp. Cigekli toprak iistii Ozgelik vd., 2009
solstitialis kisimlar
Seskiterpen laktonlar
C. appendicigera Ucucu yaglar Yayli, 2009

C. helenioides

C. pseudosinaica

Toprak iistii kisimlari
Metanollii ekstre

Mothana vd., 2010

C. cankiriense

Cigeklerinden
hazirlanan etil asetat
ekstresi

Cansaran vd., 2010

C. kilaea
C. iberica

Kapitulumlardan elde
edilen metanolli
ekstreler

Sen vd., 2010




Tablo 2.2. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢alismalart

Biyolojik Aktivite Centaurea Tiirii

Calisilan Kisim ve
Kullamim Sekli

Kaynak

C. stenolepis Kerner

Toprak iistii kisimlardan
elde edilen etil asetat
fraksiyonlar flavonol

glikoziti ve petrol eteri
ekstresinden flavonol
yapisindaki Jaceidin

Sen, 2011

aglikonu
C. kurdica Ugucu yaglar Akkurt, 2011
C. antiochia var.
antiochia
C. albonites
C. persica Toprak istii kisimlarinni Sarker vd., 2012

metanolli ekstresi

C. cadmea Boiss

Toprak iistii kisimlarinin
kloroform ekstresi

Astari vd., 2014

C. baseri Toprak tistii kisimlarin Kose vd., 2016
metanol ekstresi ve ugucu
yag1
C. hausknechtii Yag asidi Canli C., 2018
C. tomentella Hand.- Ugucu yag

Antimikrobiyal Mazz

C. hypoleuca (DC.)

Cigeklerin etil asetat ekstresi

Ozcan vd., 2019

C. calcitrapa

Yapraklarin etilasetatl
ekstresi

Dimki¢ vd., 2020

C. saligna Wagenitz

Metanol ekstresi

Erecevit ve
Cakilcioglu, 2020

C. pumilio (L.)

Toprak iistii kisimlarinin
ucucu yagi, metanollil
ekstresi, kokiin kloroformlu
ekstresi

Naeim vd., 2020

C. cyanoides Wahlenb

Toprak iistii kisimlarinin
metanollii fraksiyonu

Shadid vd., 2019

C. bingoelensis

Diklorometan ve etil asetat

Uysal vd., 2021

ekstreleri
C. diffusa Toprak iistii metanollii Skliar, Toribio ve
ekstresi Oriani, 2005
C. scabiosa (L.) Cigeklerinden elde edilen Sharonova vd.,
metil tert-biitil eter ekstresi 2021
C. gloriosa var. Kokulu kisimlarinin sulu Cavar,
Multiflora Radic ekstresi Maksimovic ve
Solic, 2011

C. napifolia

n-Butanol ekstresi

Akkal vd., 2003

C. schischkinii

Tohumlarin metanolli
ekstresinden elde edilen
indol alkaloitleri

Shoeb vd., 2005

Antikanser/ sitotoksik -
C. gigantea

Toprak iistli kisimlarinin
metanollii ekstresinden elde
edilen Salonitenolide
tiirevleri

Shoeb vd., 20072




Tablo 2.2. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢alismalart

Biyolojik Aktivite Centaurea Tiirii

Calisilan Kisim ve
Kullamim Sekli

Kaynak

C. furfuracea

Kloroformlu ekstre

Akkal vd., 2007

C. urvillei subsp.
armata
C. mucronifera

Lignanlar

Shoeb vd., 2007°

C. centaurium

Metanol ekstrenin
polifenolik fraksiyonu ve
hekzan fraksiyonu

Conforti vd., 2008

C. africana

Cigekli toprak {istii
kisimlarinin etanollii ekstresi

Seghiri vd., 2009

C. arenaria

Tum bitkinin n-hekzan,
metanol ve sulu ekstreleri

Csapi vd., 2010

C. tweediei
C. diffusa

Tohumlarmin kloroform
ekstresi

Bach vd., 2011

C. cadmea Boiss

Toprak iistii kisimlarinin
kloroform ekstresi

Astari vd., 2014

C. baseri

Toprak istii kisimlarin
metanol ekstresi

Kose vd., 2016

Antikanser/ sitotoksik C. fenzlii Reichardt

Toprak istii kisimlarinin
diklorometan ekstresinin
etilasetat fraksiyonu

Yirtici, 2019

C. solstitialis (L.) Cigekli kisimlarin etanol Alper ve Giines,

subsp. solstitialis ekstresi 2019

C. ragusina (L.) fsprakiqin n.letanouu Grienke vd., 2018
ekstresi

C. ragusina (L.)

Yapraklarin etanollii ekstresi

Vujéié vd., 2017

C. bingoelensis

Metanol ekstresi

Uysal vd., 2021

.. . . Artun ve

C. hermannii Metanolik ekstresi Karagoz, 2021

C. africana n-butanol ve e_tllasetat Hadijira vd., 2021
ekstresi

C. derderiifolia Yapragn kloroformlu Bulut vd., 2021
ekstrsi

Metanol ekstresinden elde
edilen seskiterpen lakton

C. ainetensis olan Salograviolide A Al-Saghir, 2009
bileseni

C. chilensis Elemanolit ester karigimlar1 ~ Negrete vd., 1993

C. cyanus Kapitulumlarindan elde Garbacki vd.,

' edilen monosakkarit sekerler 1999

C. thessala Skaltsa vd., 2000

Antiinflamatuar C._attl_ca -

C. iberica Metanol ekstresi Koca vd., 2009a

C. tchihatcheffii

Ciceklerinden elde edilen
etanol ekstresi

Koca vd., 2009b

C. solstitialis L. subsp.
solstitialis

Cigekli kisimlarin etanol
ekstresi

Alper ve Giines,
2019




Tablo 2.2. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢alismalart

Biyolojik Aktivite Centaurea Tiirii

Calisilan Kisim ve
Kullanim Sekli

Kaynak

C. tougourensis Boiss.

Toprak istii
kisimlarindan elde

Bensaad vd., 2021

& Reut edilen n-butanol
ekstresi
. C. aphrodisea
Antiinflamatuar CF.) athoa Toprak {istii
C. hyalolepis kisimlarinin Erel vd., 2014
C. iberica kloroformlu ekstreleri
C. polyclada
C. africana n-Butanol ekstresi Hadjira vd., 2021
C. nicolai Seskiterpen laktonlar Vajs vd., 1999
C. deusta Karioti vd., 2002
C. iberica Seskiterpen ngton Ulusoylu, 2004
ekstreleri
Toprak iistii

kisimlarindan elde

Antifungal C. stenolepis Kerner odlilen efil asetat ve Sen, 2011
petrol eteri ekstresi
C. balsamita Aseton ekstresi Boga vd., 2016
Toprak iisti
C. musimomum kisimlarinin Medjroubi vd., 2005
kloroformlu ekstresi
C. bingoelensis Hidro-metanol ekstresi Uysal vd., 2021
C. schischkinii Alkaloid ve lignanlar Shoeb vd., 2005
Metanol ekstresi ve
C. americana izole edilen biitiin Shoeb vd., 2006
lignanlar
C. centaurium I\/_Ietano_l ekstre_nm Conforti vd., 2008
polifenolik fraksiyonu
Kapitulumlar harig
C. stenolepis toprak tstii kisimlarinin Sen, 2011
metanol ekstresi
C. pulchella Metanol ekstresi Zengin vd., 2010
Toprak st
C. balsamita kisimlarmin metanol Boga vd., 2016
Antioksidan ekstresi
. Toprak st
C t:_?;gsn;lliﬁ“e“ kisimlarimin et_il asetat Zengin vd., 20192
' ekstresi
C. saligna (K'KOCh) Metanol ekstresi
Wagenitz

C. virgata Lam.

Metanol ve sulu
ekstresi

Keser vd., 2020

C. cyanoides Wahlenb

Toprak isti
kisimlarinin metanollii
fraksiyonu

Shadid vd., 2019

C. africana

Etilasetat ekstresi

Hadjira vd., 2021

C. hypoleuca (DC.)

Cigeklerin etil asetat
ekstresi

Ozcan vd., 2019




Tablo 2.2. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢alismalart

Biyolojik Aktivite

Centaurea Tiirii

Calisilan Kisim ve
Kullamim Sekli

Kaynak

C. bornmuelleri Toprak istii
Antidiyabetik ’ kisimlarinin etil asetat Zengin vd., 20192
Hausskn. .
ekstresi
c. SOIS““?!'S _subsp. Kloroform fraksiyonu Yesilada vd., 2004
solstitialis
C. polypodiifolia var.
Pseudobehen Metanol ekstreleri Aktiimsek vd., 2013
C. antalyense
C. balsamita Toprak fistii
kisimlarinin petrol eteri
ve aseton ekstresi
Toprak {istii
. . C. depressa p
Antialzhemir P kisimlariin petrol eteri Boga vd., 2016
ekstresi
Toprak iistii
C. lycopifolia kisimlariin petrol eteri
ve aseton ekstresi
. Toprak st
Sfornmueliay kisimlarmin etil asetat Zengin vd., 20192
Hausskn. .
ekstresi
C. hypoleuca (DC.) Cigeklerin etl_l asetat Ozean vd., 2019
ekstresi
C. solstitialis subsp. . Giirbiiz ve Yesilada,
Antiiilser solstitialis o iterglakion 2007
C. iberica Khan vd., 2011
%1 lik metanol
Antiplatalet C. iberica ekstresiyle hazirlanmig Koca vd., 20092

merhem formiilasyonu

Yara iyilestirici

C. tchihatcheffii

Etanol ekstresi

Koca vd., 2009°

C. sadleriana

Metanol ekstresinin
hekzan ve kloroform
fraksiyonlari

Csupor vd., 2010

C. virgata Lam.

Etanol ekstresinin
etilasetat fraksiyonu

Aksoy, 2020

C. solstitialis (L.)
subsp. solstitialis

Etanol ekstresi

Akkol vd., 2009

Agrt kesici C. urvillei subs
- UrVITIEl SUbsp. Flavonoit Giilcemal vd., 2010
urvillei
. C. solstitialis subsp. Seskiterpen lakon olan - .
Antiprotozoal solstitialis 13-acetyl solstitialin A Ozgelik vd., 2009
Uguk tedavisinde C. rupestris Flavonoit bilesigi Rusak vd., 1997
antiviral
Etanol ekstresi ve bu
Fitoviral C. diffusa ekstreden elde edilen Quintana vd., 2009
hekzan fraksiyonu
) . C. musimomum Kloroform ekstresi Medjroubi vd., 2005
Fitotoksik
C. maculosa Meepagala vd., 2006
C. furfuracea Kloroform ekstresi Akkal vd., 2007
. . Toprak tisti
Antiparazit C. kilaea kisimlarinin kloroform Sen vd., 2017
ekstresi
Antiproliferatif C. deflexa nor-guaianolide lactone Chicca vd., 2011




Tablo 2.2. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan aktivite ¢alismalar

Calisilan Kisim ve

Biyolojik Aktivite Centaurea Tiirii Kullanim Sekli Kaynak
Cigek ve yapraklardan
C. americana elde edilen hidroalkolik Gonzalez vd., 2011
ekstre
Antiproliferatif Bitkinin etanolli kok
C. carduiformis ekstresinden elde Sahin Yaglioglu vd.,
’ edilen etilasetatlt 2014
fraksiyonlar1
Ciceklerin metanollii
. . . ekstresi, yaprakli Giiragag Dereli vd.,
Hepatoprotektif C. kurdica Reichardt. dallarm n-hekzan 2020
ekstresi
C. patula (DC.)
. C. pulchella Ledeb. Toprak tstii kisimlarin
Antidepresan C. tC?]ihatCheffii Fisch. II)netanollii estresi Russo vd., 2016
& Mey
Kardiomiyosit . Toprg@gRTii
C. borysthenica Gruner  kisimlarinin metanol- Korga vd., 2017

koruyJqggian sulu ekstraksiyonu

Yapilan kaynak taramasi sonucu, Centaurea tiirlerinin ¢ogunlukla ¢icek ve
toprakiistii kisimlarindan faydalanildigi goriilmektedir. Bitkilerden ugucu yag ve farkl
polariteli ekstreleri elde edilerek ¢esitli biyolojik aktivite testlerine tabi tutulmustur.
Yapilmis c¢alismalarda Centaurea tiirleri daha ¢ok antioksidan, sitotoksik ve
antimikrobiyal aktivite potansiyeli oldugu tespit edilmistir.

2.3.  Centaurea Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar

Centaurea tiirlerinin sahip oldugu sekonder metabolitleri aydinlatmak i¢in pek ¢ok
fitokimyasal ¢alisma mevcuttur. Bu calismalar sonucunda tespit edilen bazi sekonder

metabolitler agagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Centaurea tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen sekonder

metabolitler
Tiir Bilesikler Kaynak
Seskiterpen Laktonlar
C. ptosimopappa Zaluzan!n D Celik vd., 2006
Zaluzanin C
C. crithmifolia Vis.
C. friderici Vis. Salonitenolid Geppert vd., 2014

C. paniculata L.
C. calcitrapa L.
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Tablo 2.3. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

Tiir

Bilesikler

Kaynak

Seskiterpen Laktonlar

C. pontica Prodan
C. eriophora L.
C. alba L. subsp. deusta Salonitenolid
C. alba L. subsp. caliacrae
C. weldeniana Reichenb.
C. vallesiaca DC.
C. calcitrapa L.
C. aspera L. subsp. aspera
C. sphaerocephala L. subsp. - Geppert vd., 2014
o Snikin
lusitanica
C. sulphurea Willd.
C. eriophora L.
C. rocheliana
C. debeauxii Gren Sinaropikrin
C. bella Trautv Akroptillin
Repin
Janerin
C. behen Aguerin B Amini vd., 2020
C. behen Sinaropikrin
f3,15-Dehidro-3 dehidrosolstitialin A
Aguerin B Shakeri vd., 2018
Janerin
Cebellin E
C. ragusina L. Deasilsinaropikrin
Ragusinin Grinke vd., 2018
Hemistepsin A
C. affinis Friv. Snikin Janackovi¢ vd.,
Salonitenolid 2004
C. arenaria Bieb. Aex Willd. - Csapi vd., 2010
. Snikin
subsp. arenaria
C. cadmea Boiss. ivalin Karamenderes vd.,
2007
C. calolepis Boiss. Snikin Erel vd., 2011
C. galicicae Micevski Snikin Tesevi¢ vd., 2014
C. kilaea Boiss. Snikin
Dehydromelitensin Sen vd., 2017
C. virgata Lam. Snikin 8a-0-(3,4-dihidroksi-2-
metillenbutanoiloksi)-dihidromelitensin Tuzun vd., 2017
8a-hidroksi-sonchukarpolit
C. papposa (Coss.) Greuter Snikin Grafakou vd., 2018
C. cyanus . o Keyvanloo
13-O-asetilsolstitialin A Shahrestanaki vd.
2019
C. pullata 11pB,13-dihidrosnikin
11B,13-dihidro-19 desoksisnikin N
8a-O-(4-asetoksi-5-hidroksiangeloil)-11p,13- Djeddi vd., 2007
dihidrosnikin
C. zuccariniana Malasitenolid Ciri¢ vd., 2012
Snikin 4'-O-asetilsnikin
C. diffusa Snikin Bach vd., 2011
C. tweediei Onopordopikrin
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Tablo 2.3. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen
sekonder metabolitler

Tiir Bilesikler Kaynak
Seskiterpen Laktonlar
C. sonchifolia Onopordopikrin Lonergan vd., 1992

C. solstitialis L.
ssp. solstitialis

Klorojanerin
13-Asetil solstitialin A

Yesilada vd., 2004

C. ainetensis

Salograviolid A

Al-Saghir vd., 2009

Fenolik Bilesikler (flavonoitler, fenolik
bilesikler, antosiyanidinler)

C. albonitens

Apigenin-4'-O-rhamnozit

Hamedeyazdan, 2017

C. urvillei DC.
subsp. urvillei

Kamferol
Apigenin
Luteolin
Eriodiktiol-7-O-b-D-glukuronopiranozit
Arbutin
Salidrozit
Hispidulin-7-O-b-D-glukuronopiranozit

Apigenin-7-0-b-D-metilglukuronopiranozit

Giilcemal vd., 2010

C. kurdica

Katesin
Vanillik Asit
Gallik Asit
Ferulik Asit
Rosmarinik Asit

Keser vd., 2020

C. virgata

Gallik asit
Kafeik asit

Keser vd., 2020

C. saligna

Ferulik Asit

Keser vd., 2020

C. aksoyi

Kersetin-3-b-D-glukozit klorojenik asit
protokatesuik asit
Kersetin

Albayrak vd., 2017

C. amaena

Protokatesik asit
Kersetin -3-b-D-glukozit
Kamferol
Ferulik asit

Albayrak vd., 2017

C. ragusina L.

Krisin
Oroksilin A
Hispidulin

Grienke vd., 2018

C. behen

Hispidulin

Shakeri vd., 2018

C. papposa (Coss.)
Greuter

Opatorin

Grafakou vd., 2018

C. zuccariniana

Apigenin
Genkvanin
Hispindulin
Kirsimaritin
Salvigenin

Ciri¢ vd., 2012

C. kilaea

Salvigenin
6-Hidroksiluteolin-6,7,3',4'-tetrametil eter
Luteolin-7,3',4'-trimetil eter
Jaseosidin
Pektolinarigenin

Oksiiz vd., 2013
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Tablo 2.3. (devam) Centaurea tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

TUR Bilesikler Kaynak
Fenolik Bilesikler (flavonoitler, fenolik
bilesikler, antosiyanidinler)
C. salonilana Pektolinarigenin
6-Hidroksiluteolin-4'-metil eter
Cirsiliol Oksiiz vd., 2013
Hispudilin
Apigenin 7-O-glukozit
C. virgata Lam. Opatorin Stimer vd., 2018
C. schmidii Jasein .
3-Demetiljasein Aghaei vd., 2021
C. achtarovii
C. dealbata
C. montana
g Qégg?osa Apigenin 7-O-glukuronit Mishio vd., 2015
C. simplicicaulis
C. triumfetti
C. hypoleuca
C. maroccana Vahl. Sirsimaritin
6—Metoks_||zol_<amfer|t Bicha vd., 2011
Apigenin
Hispidulin
C. sulphurea Sirsilineol
Jaseosidin Kabouche vd., 2011
3-O-metil-opatorin
C. schischkinii Apigenin Shoeb vd., 2005
C. achtarovii
C. dealbata
C. montana
C. nigra Siyanidin 3-O-(6""malonilglukozit)-5-O glukozit Mishio vd., 2015
C. scabiosa N
C. simplicicaulis
C. triumfetti
C. hypoleuca
Lignan
C. schischkinii Arktiin
Matairesinozit Shoeb vd., 2005
Matairesinol
Arktigenin
C. zuccariniana Arl_<t||n_ Cirié vd., 2012
Arktigenin
C. albonitens . Hamedeyazdan vd.,
Acrktiin 2017
Indol Alkaloidleri
C. cyanus L. Moschamin
5|s—Mos_cha_m|n Sarker vd., 2001
Sentsiamin
sis-Sentsiamin
C. schischkinii Schischkiniin Shoeb vd., 2005
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2.3.1. Centaurea tiirlerinin ucucu bilesikleri

Centaurea tiirleri iizerinde ugucu yag kompozisyonunu aydinlatmak icin yapilan
pek cok caligma mevcuttur. Bu c¢aligmalar sonucunda tespit edilen ugucu bilesikler

asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Centaurea tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

TUR

Ugucu bilesik (%)

Kaynak

C. iberica

Germakren D (20,3)
Karyofillen oksit (10,7)
B-Karyofillen (10,5)

C. solstitialis
subsp.
solstitialis

B-eudesmol (15,5)
Bisiklogermakren (14,2)
Spathulenol (11,3)

C. virgata

Germakren D (21,4)
B-Karyofillen (16,5)
Karyofillen oksit (9,5)

Kilig, 2013

C. wagenitzii

Hekzadekanoik asit (25,6)
Nonakozan (12,0)
Heptakozan (9,8)

Karyofillen oksit (7,3)
Karyofillenol 11 (3,8)

C. tossiensis

Hekzadekanoik asit (50,6)
Nonakozan (11,6)
Heptakozan (10,7)
Pentakozan (5,8)

Dodekanoik asit (2,9)

C.
luschaniana

Hekzadekanoik asit (40,0)
Dodekanoik asit (12,6)
Nonakozan (7,8)
Spatulenol (4,6)
Tetradekanoik asit (4,0)

Kose vd., 2008

C.
appendicigera

Karyofillen oksit (17,1)
B-Karyofillen (17,5)

C. helenioides

Karyofillen oksit (18,2)
Germakren-D (7,3)
cis-Fitol (6,2)

Yayl vd., 2009

C. kurdica

Karyofillen (14,24)
Germakren (11,95)
B-Farnesen (9,78)
Spatulenol (7,73)

C. antiochia
var. antiochia

Karyofillen (18,23)

Germakren (27,37)

Spatulenol (29,86)
Hekzadekanoik asit (7,21)

C. albonitens

Karyofillen oksit (16,45)
Germakren (9,23)
Karyofillen (7,75)
Spatulenol (7,.97)

Akkurt, 2011

C. sibthorpii

Hekzadekanoik asit (18,6)
(Z,2)-9,12-oktadekadienoik asit (12,2)
(E)-p-Farnesen (10,4)
Siklosatifin (9,9)

Formisano vd.,
2008

C. nicaeensis

Hekzadekanoik asit (33,5)
(Z,2)-9,12-Oktadekadienoik asit (28,8)

Senatore vd.,
2008
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Tablo 2.4. (devam) Centaurea tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Tiir

Ugucu bilesik (%0)

Kaynak

C. parlatoris

Hekzadekanoik asit (18,1)
Heptakozan (9,6)
Nonakozan (10,2)

C. soltistialis

Hekzadekanoik asit (29,4)

Senatore vd.,
2008

ssp. schouwii Heptakozan (7,7)
C. baseri Hekzadekanoik asit (42,3)
Nonakozan (8,2) Kose vd., 2016
Heptakozan (8,0)
C. calcitrapa Hekzadekanoik asit (10,2)
9,12-Oktadekadienoik asit (15,8)
Trikozan (8,0) Senatore vd.,
C. Hekzadekanoik asit (30,7) 2006
sphaerocephala B -Odesmol (5,4)
C. sessilis Karyofillen oksit (10,0)
B-Odesmol (12,4)
Yayl vd., 2005
C. armena

B-Odesmol (19,3)
Calaren (10,3)

C. pterocaula

Hekzadekanoik asit (13,9)

Spatulenol (11,4) Sen vd., 2021
Karyofillen oksit (11,5)
C. stenolepis Hekzadekanoik asit (38,4) Polatoglu vd
Kerner Karyofillen oksit (12,6) 201'4

Fitol (12,9)

C. rupestris

Germakren D (24,3)
Heptakozan (14,4)

Carev vd., 2018

C.
hierapolitana
Boiss.

Hekzadekanoik asit (33,4)
Karvakrol (13,3)

C. cadmea
Boiss.

Hekzadekanoik asit (19,5)
Karvakrol | (16,6)

C. calolepis
Boiss.

Hekzadekanoik asit (27,3)
Karvakrol | (18,9)

C. cariensis
Boiss. subsp.
microlepis
(Boiss.)
Wagenitz

Hekzadekanoik asit (10,0)
Karvakrol (28,4)

C. ensiformis

Hekzadekanoik asit (13,2)
Karvakrol (17,4)

C. reuterana

Hekzadekanoik asit (23,8)

Boiss var. Karvakrol (14,9)
reuterana
C.cyanus L

Karvakrol (25,5)
C:  depressa Hekzadekanoik asit (21,3)
Bieb Karvakrol (14,2)
C. urvillei DC. Hekzadekanoik asit (26,4)
subsp. urvillei Karvakrol (12,4)

Karamenderes
vd., 2008
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Tablo 2.4. (devam) Centaurea tiirlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Tiir Ugucu bilesik (%) Kaynak
C. babylonica Germakren D (43,0)
C. balsamita Germakren D (40,2)
C. aladaghensis B-Karyofillen (18,3)

Germakren D (22,7)
B-Odesmol (11,8)

C. antiochia var. prealta Germakren D (45,1)
C. antitauri Germakren D (40,2)
C. cheirolepidoides -Karyofillen (14,4 L
P germZkren D §21’7g Flamini vd., 2006
C. deflexa B-Karyofillen (33,9)
Germakren D (21,2)
C. iconiensis 1-Undeken (84,3)

Germakren D (43,1)
B-Karyofillen (13,7)
C. ptosimopappoides B-Karyofillen (22,5)
Germakren D (36,9)

Tablo 2.4.’de goriildiigli tizere Centaurea tiirlerinin ugucu yag ana bilesenlerini

germakren D, hekzadekonoik asit ve B-karyofillen olusturmaktadir.

2.3.2. Centaurea tiirlerinin sabit yag asitleri

Centaurea tiirleri tizerinde sabit yag asitleri kompozisyonunu aydinlatmak igin
yapilan pek cok ¢alisma mevcuttur. Bu caligmalar sonucunda tespit edilen yag asitleri

asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.5.).

Tablo 2.5. Centaurea tiirlerinde tespit edilen sabit yag asitleri

Tiir Sabit yag asit (%) Kaynak
C. sivasica Wagenitz Hekzadekanoik asit (17,93)

Linoleik Asit (20,92)

Linolenik asit (19,10)

C. tomentella Hand.-Mazz Hekzadekanoik asit (15,24) Canli C’ 2018
Linoleik Asit (21,76)

C. haussknechtii Boiss Linoleik Asit (38,11)

C. virgata Oleik asit (20.27)

Linoleik asit (28.08)
Palmitik asit (22.29)
C. kurdica Oleik asit (26.34) Keser S, 2020
Linoleik asit (28.77)
Palmitik asit (21.98)
C. saligna Oleik asit (21.18)
Linoleik asit (29.76)
Palmitik asit (20.14)
C. patula Palmitik asit: 21.02
Linoleik: 18.92 Zengin G, 2010
Linolenik asit: 31.86
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Tablo 2.5. (devam) Centaurea tiirlerinde tespit edilen sabit yag asitleri

Tiir Sabit yag asit (%) Kaynak

C. pulchella Palmitik asit (19.37)
Linoleik (34.06)

Linolenik asit (33.62)

C. tchihatcheffii Palmitik asit (13.22)
Linoleik (34.55)

Linolenik asit (24.01)

Zengin G, 2010

Tablo 2.5.’de goriildiigii iizere Centaurea tiirlerinin sabit yag asitlerinin ana
bilesenlerini doymus yag asitlerinden palmitik ve hekzadekanoik asit olustururken

doymamus yag asitlerinden linoleik, linolenik ve oleik asitler olusturmaktadir.

2.3.3. Centauera mucronifera iizerinde daha oénce rapor edilen fitokimyasal ve
biyolojik calismalar

C. mucronifera’nin toprak istii kisimlarinin metanol ekstresinden iki adet lignan
matairezinozit ve arktiin elde edilmistir. Bitkinin metanollii ekstresi ve elde edilen lignan
bilesikleri lizerinde antioksidan aktivite, sitotoksisite ve Brine shrimp toksisite testleri
yapilmistir. Yapilan testlere gore matairezinozit ve arktiin lignanlar1 antioksidan aktivite
(ICs0 2,2x1072 ve 16,0x102 mg/mL) ve Brine shrimp toksisite (ICso 1,6x102 ve 9,8x107?
mg/mL) aktivitesi gostermistir. Fakat, bu iki bilesik anlamli bir sitotoksik aktivite
gostermemistir (Shoeb vd., 2007").

C. mucronifera bitkisinin toprak iistli kistmlarinin metanollii ekstresi ile 3-Karoten-
linoleik asit inhibisyon testi ve serbest radikal stipiirme kapasitesi (DPPH) olarak iki farkli
antioksidan aktivite ¢aligmalar1 rapor edilmistir. Yapilan ¢alismada C. mucronifera’nin
DPPH serbest radikal siipiirme kapasitesi i¢in dl¢iilen ICsg (ng/mL) degeri 67,8+2,16 ve
-karoten-linoleik asit inhibisyon yiizdesi 35,243,04 olarak tespit edilmistir. Calismada
degerlendirilen diger bitki ekstrelerine kiyasla en zayif C. mucronifera’nin antioksidan
aktivitesi tespit edilmistir (Tepe vd., 2006).

C. mucronifera’nin taze kapitulumlarindan hidrodistilasyon yontemiyle % (a/a)
0.09 verimle ugucu vyaglar elde edilmistir. C. mucronifera'min ugucu yaginda
monoterpenler hemen hemen hi¢ temsil edilmezken eser miktarda hidrokarbonlar ve
oksijenli tlirevler tespit edilmistir. Ugucu yagm kompozisyonu seskiterpenler ile
karakterize edilmistir. Ugucu yagin ana bilesikler sirasiyla germakren D (%29,3), B-
odesmol (%17,4), B-karyofillen (%7,3), karyofillen oksit (%5,2) ve bisiklogermakren
(%4,8) olarak tespit edilmistir (Dural vd., 2003).
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C. mucronifera Tirkiye endemik bitkisi olarak {izerinde yapilan bazi antioksidan
aktivite ve sitotoksisite gibi biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Fakat, yapilan
arastirmalar DPPH ve B-karoten/linoleik asit deneyi ile incelenmis olup bu etkisinin
aydinlatilmasi i¢in daha fazla antioksidan deneyleri ile karsilastirilmasi gerektigini ortaya
cikarmigtir. Centaurea tiirleri iizerinde daha nice yapilan bilimsel ¢aligmalar referans
alindiginda C. mucronifera’nin biyolojik aktiflik potansiyelinin ortaya g¢ikarilmasi ve

daha 6nce aragtirilmamis enzim aktivitesinin arastirilmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir.
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3.
3.1.

MATERYAL VE METOT

Kimyasal Maddeler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddelere ve ¢oziiciilere ait bilgiler

Tablo 3.1.’de yer almaktadir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilerin bilgileri

No Kimyasal Madde Kimyasal Formiil Mensei

1 a-Amilaz Sigma-Ald., Fransa

2 ABTS 2,2’-Azino-his (3 etil Sigma-Ald., Almanya
benztiyazolin-6-stlfonik asit

3 Akarboz C2sHasNO1g Sigma-Ald., Fransa

4 Aliminyum kloriir AICI; Merck, Almanya

5 Amonyum asetat NH4CH3CO:

6 Anisaldehit Sigma-Ald., Fransa

7 Asetik asit (buzlu) CH3COOH Sigma-Ald., Almanya

8 Asetilkolinesteraz (AChE) Sigma-Ald., Almanya

9 Asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) Sigma-Ald., ingiltere

10  Askorbik asit

11 Bakur (I)klorir CuCl,

12 Borontrifloriir BF; Merck, Almanya

13 Bovin serum albumin BSA Sigma Ald., ABD

14  Biitillenmis hidroksi toltien (BHT) Sigma-Ald., Almanya

15  Coziinir nisasta Sigma-Ald., ingiltere

16  Diklorometan

17 Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Ald., ABD

18  1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Ald., Fransa

19  5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)] C14H8N208S2 Sigma-Ald., ABD
(DTNB)

20  Ellman reaktifi

21  Etanol Sigma-Ald.,Almanya

22 Etil asetat Sigma-Ald.,Almanya

23 Folin-Ciocalteu reaktifi FCR Sigma-Ald., Isvigre

24 Formik asit HCOOH Sigma-Ald., Almanya

25  Galantamin

26 Gallik asit GA Sigma-Ald., Cin

27  Hidroklorik asit HCI Sigma-Ald., Almanya

28  lyot I Sigma-Ald., Fransa
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Tablo 3.1. (devam) Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilerin bilgileri

No Kimyasal Madde Kimyasal Formiil Mengsei

29 Kersetin CisH1007 Sigma- Ald., Almanya
30 Kloroform CHClI; Sigma-Ald., Fransa
31 Magnezyum kloriir hekzahidrat MgCl,6H.0 Sigma-Ald., ABD
32 Metanol Sigma-Ald., Polonya
33 Neokuproin

34 n-Hekzan CeH1a Merck, Almanya
35 Sodyum dihidrojen fosfat NaH,PO4 Sigma-Ald., Fransa)
36 Nisasta Sigma-Ald., Fransa

37 Natural Product reagent (NPR)
38 Polietilen glikol (PEG)

39 Potasyum iyodiir KI Sigma-Ald., Almanya
40 Potasyum persiilfat K2S208 Sigma-Ald., Almanya)
41 Rutin Ca7H30016 Sigma-Ald., Fransa
42 Sodyum karbonat Na,CO3 Merck, Almanya
43 Sodyum kloriir NaCl Riedel de Haen, Almanya
44 Siilfurik asit H,SO4 Sigma-Ald., Fransa
45 Tip 1 ultra saf su - Direct-Q® Water Purification

System (Germany).
46 Toluen Sigma-Ald., Fransa
47 Trolox [(x)-6-hidroksi-2,5,7,8- C14H1504 Sigma-Ald., Almanya

tetrametilkroman-2-karboksilik

asit]

3.2. Cihazlar ve Apareyler

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢aligmalarda kullanilan cihaz ve aparey bilgileri
Tablo 3.2.°de verilmistir. Hekzanli ve metanollii ekstrelerin kurutulmasi diisiik basing
altinda rotavapor kullanilarak gergeklestirilmistir. Sulu ekstrenin kurutulmasi igin
liyofilizator kullanilmistir. Bitkinin toprak iistii yaprak dal ve ¢igek kisimlarindan ugucu
yag elde etmek i¢in Clevenger apareyi kullamilmistir. Miktotiter ve diliisyon
calismalarinda Eppendorf 8-12 uglu otomatik pipetdr kullanilmistir. Spektrofotometrik
Olgiimler i¢in mikroplak okuyucu cihazi kullanilmigtir. Ekstrelerin  kimyasal
kompozisyon analizi i¢in UV-dedektor donanimli sivi kromatografisi sistemi

kullanilmistir. Enzim 6rnegi buzdolabinda -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.2. Kullanilan cihaz ve apareylerin bilgileri

Cihaz Cihaz bilgileri
96-kuyucuklu eliza plaklar Iso Lab, Katalog no: 122.01.096
Buzdolabi (-20 +4) Bosch
Clevenger apareyi ILDAMCAM, EP’ye uygun
Ceker ocak Siemens
Ekstre karistiric GFL
Hassas terazi Mettler Toledo NewClassic MF, Switzerland
HPTLC daldirma aygitt CAMAG
HPTLC goriintiileyici CAMAG Reprostar 3
HPTLC immersiyon sistemi CAMAG Automatic Developing Chamber 2 (ADC2)
HPTLC otomatik 6rnek uygulayicisi  CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (ATS4)
GC/FID Agilent 6890N (SEM Ltd, Istanbul, Tiirkiye)
GC/MSD sistemi Agilent 5975 (USA; SEM Ltd., Istanbul, Tiirkiye
Liyofilizator (Freeze Dryer) Labconco Freezone 6 Plus
Manyetik karistirict Heidolph MR Hei- Standard, Germany
Mikro-plak okuyucu Biotek Instruments Inc, Highland Park Winooski, USA
Otomatik pipetdr 8-12 kanalli Eppendorf Research plus
pH Metre WTW grup, InoLab, pH 7,2
Puskiirtiicti Biostep SG el DESAGA technology
Rotavapor sistemi Heidolph, Laborota 4010-Digital
Santrifiij Eppendorf 5804
Spektrofotometre UV-PharmaSpec1700, Shimadzu
Ultrasonik su banyosu Elma, S100H, Almanya
UV spektrofotometre SHIMADZU UV-1601, Japonya
Vortex ISOLAB Laborgerate GmbH MX-S
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3.3.  Bitkisel Materyal
Bitkisel materyal olarak Centaurea mucronifera bitkisinin toprak tistii kisimlari

kullanilmistir (Sekil 3.1). Bitki 6rnegi B6: Sivas: Sivas-Kangal-Giiriin yol ayrimi, N 39
07 56,3 E 37 13 48,0 bolgesinde toplanmistir. Bitkisel materyalin toplanmasi ve botanik
teshisi Dog. Dr. M. Tekin (Trakya Universitesi) tarafindan gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Kurutulmus bitkisel materyal

3.4.  Ucucu Yag Eldesi

C. mucronifera bitkisinin toprak iistii kismi ¢iiriimiis ve taze olmayan bitki pargalari
ayrildiktan sonra ugucu yag (CMUY) elde etmek i¢in uygun boyuta getirilmistir. Avrupa
Farmakopesine uygun Clevenger apareyinde hidrodistilasyon islemine (3 saat) tabi
tutulmustur (Sekil 3.2.). Ugucu yag miktar1 az oldugu i¢in hekzanda ¢oziilerek alinmistir.
Daha sonra ¢6ziicti ugucu yagdan azot gazi altinda uzaklastirilmistir. Yag verimi kuru
hava bitkisi tizerinden hesaplanmistir (% h/a). Ugucu yag numunesi amber renkli cam

vial igerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2. C. mucronifera bitkisel materyalinin Clevenger apareyinde hidrodistilasyonu

3.5.  Sabit Yag Asitlerinin Eldesi

Sabit yag asitleri (CMSY) ekstraksiyonu i¢in kurutulmus bitkinin yaprak ve gigek
kapitulumlar tartilip havanda toz haline getirilmistir. Toz bitkisel materyalden lipitleri
ekstre etmek i¢in Fatty Acid Extraction Kit kullanilmigtir (M6ller, 2019). Kit igin 6nerilen
prosediire gore, 0,2 gr toz bitkisel materyal cam tiipe aktarilip lizerine kloroform -metanol
ekstraksiyon ¢ozeltisi (3 mL) eklenmistir. Karigim homojenizatorde homojenize edilip
(15.000 rpm, 5 dk) tizerine 0,5 mL tampon ¢6zeltisi eklenmistir. Karisim vortex cihazinda
karistirildiktan sonra 1-2 dk bekletilmistir. Siire sonunda faz ayrimi gergekleserek lipid
bilesikleri iceren kloroformlu ¢ozelti, tampon sulu fazindan ayirilmistir. Tipiin alt
kisminda bulunan kloroformlu faz pipet ile alinarak baska bir viale aktarilmigtir. Daha
sonra ekstre Kit i¢inde bulunan 6zel enjektor yardimiyla kartus filtresinden gecirilerek
sadece lipit igeren berrak bir ¢ozelti elde edilmistir (Sekil 3.3.). Bu ¢ozelti total lipit
ekstresidir. Ekstrenin i¢inde bulunan sabit yag asitlerinin analizi trans esterifikasyon
islemi ile gerceklestirilmistir. Bu amagla, elde edilen ekstreden 200 pL alinarak azot gazi
altinda kurutulmus ve tizerine 0,1 mL Boron Trifloriir (BFs3) reaktifi ve 0,3 mL n-hekzan
eklenerek geri ¢eviren sogutucu altinda 95°C’de 1 saat 1sitilmistir. Siire sonunda karisim
tizerine 0,1 mL n-hekzan ve 0,1 mL distile su eklenip vortex yardimu ile karistirilip 1 dk
bekletildikten sonra yeniden bir faz ayrimi olusturulmustur. Transesterifikasyon islemi
sonucunda elde edilen yag asit metil esterlerini igeren organik faz pipetor ile amber viale
aktarilip +4°C’de muhafaza edilmistir. Karisim, gaz kromatografik analizi dncesinde azot

gazi altinda yogunlagtirilmistir.
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Sekil 3.3. C. mucronifera toplam lipit ekstraksiyonu

3.6. Ekstrelerin Eldesi

Bitkisel materyalden farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile ii¢ ekstre elde edilmistir. Bu
amagcla bitkinin toprak iistii kismindan 20 gr tartilip uygun boyuta getirildikten sonra
sirayla n-hekzan, metanol ve distile su ile karistiricida mesare edilmistir (24x2 saat)
(Sekil 3.4.). Elde edilen n-hekzanli (CMHE) ve metanollii (CMME) ekstreler rotavaporda
diisiik basing altinda yogunlastirilmistir (Sekil 3.5.). Distile su ile hazirlanan ekstre
(CMSE) ise buzlukta dondurulduktan sonra vakum altinda liyofilize edilerek
kurutulmustur. Ekstrelerin verimleri kuru bitki {izerinden hesaplanmistir. Elde edilen tiim

ekstreler amber vial i¢inde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Bitkisel materyallerin ¢alkalayicida maserasyonu
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Sekil 3.5. C. mucronifera siv: ekstrelerinin doner buharlastiricida yogunlastiriimast

3.7.  Gaz Kromatografisi Analizi

Elde edilen ugucu yagin ve sabit yag metil esterlerin kimyasal kompozisyonlari,
gaz kromatografik teknigi ile arastirilmistir. Bu amagla ugucu yag ¢ozeltisi n-hekzan
icinde (%10, v/v) hazirlanmistir. Sabit yag asitlerinin metil esterlerinin ¢ozeltisi analiz
oncesi n-hekzan ile seyreltilerek analiz igin hazirlanmigtir. Ugucu yagin ve sabit yag
asitlerinin kimyasal kompozisyonlart GC-FID ve GC/MS teknikleriyle aydinlatilmistir
(Sekil 3.6.). Her iki analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 um, 0.25 um
film kalinlhigi, Agilent, Walt & Jennings Scientific, Wilmington, DE, USA) ve tasiyici
gaz olarak helyum gazi kullanilmistir. Firin 60 °C’de 10 dakika kaldiktan sonra 220 °C’ye
dakikada 4 °C ile ¢ikip, 220 “C’de 10 dakika kalip, 240 “C’ye dakikada 1 °C ile ¢ikmak
lizere programlanmistir. Split oran1 40:1 olarak se¢ilmistir. Alev iyonlasma detektorii ve
enjektor 250°C’de tutulmustur. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle menzili 35-450 m/z
secilmistir (Ozek vd., 2022).

Sekil 3.6. GC-MS/FID sistemi
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3.8.  Ucucu Bilesiklerin Teshisi

Maddelerin tanimlanmasinda tutunma zamanlar1t ve kiitle spektrumlar
standartlara ve literatiir bilgilerine paralel olarak degerlendirilmistir. Wiley GC/MS
Library (Wiley, New York, NY, USA) (http-3), MassFinder software 4.0 (Dr. Hochmuth
Scientific Consulting, Hamburg) (Joulain, K6énig ve Hochmuth, 2001). Adams Library
(Adams, 2007), Baser Library of Essential Oil Constituents (Berger, 2007) kaynak olarak
kullanilmistir. Madde miktarlarin belirlenmesinde alev iyonlagsma dedektdriinden (FID)

elde edilen piklerin ylizde alanlar1 kullanilmstir.

3.9.  Sivi Kromatografisi Analizi

Elde edilen ekstreler %10 olacak sekilde metanollii ekstre metanolde, sulu ekstre
suda ¢oziilerek analiz i¢in hazirlanmistir. S1v1 kromarografik analizi asagida belirtilen

sartlarda gerceklestirilmistir.

Sistem : Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS (Sekil 3.7.)
Metod : Negatif Iyonlasma Metodu
Kolon : GL Science Intersil ODS 4.6 x 250, 5 n
Kolon Sicaklig: : 40°C
Hareketli Faz : (A) Su: Asetonitril: Formik asit (89:10:1)
(B) Asetonitril: Su: Formik asit (89:10:1)
Akis Hizi : 0.7 mL/dk

B ¢oziiciisiiniin konsantrasyonu %10’dan baglanarak 40 dk.’da %100 olacak sekilde
gradient olarak ayarlanmistir

Sivi Kromatografisi- Elektrosprey Iyonizasyon- Kiitle Spektrometri (LC-ESI-
MS/MS) tandeminin sagladigi datalar Analyst 1.6 yazilimi tarafindan toplanmis ve
islenmistir. Gelistirilmis kiitle taramas1 (EMS) igin kiitle spektometresi 100-1000 amu
kiitle araliginda calistirilmistir. Gelistirilmis numune iyonlarinin spektrumlart m/z 100 ve
m/z 1000'e araliginda 6l¢lilmiistiir. Azot carpisma gazi olarak kullanilmis ve garpisma
enerjisi 30 olarak ayarlanmistir. Parametreler asagidaki gibidir: carpigsma enerji dagilimi
(CES) -0, kosullandirma potansiyeli (DP) 20, giris potansiyeli (EP) 10, perde gaz (CUR)
20, kaynak gaz 1 (GS1) 50, kaynak gaz 2 (GS2) 50, CAD-medium, ve sicaklik (TEM)
600. Bilgiye bagl kazanim (IDA) deneyi i¢in kriterler, 100.000 m/z'den daha biiyiik ve
1000 m/z'den kiigiik iyonlar igin diizenlenmistir.
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Sekil 3.7. Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS sistemi

3.10. Toplam Fenol Miktar Tayini (TPC)

Bitkilerin toplam fenolik bilesik igerigini tespit etmek i¢in Folin-Ciocalteu (FC)
reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontem uygulanmistir. Bu yontemin ilkesi bir
redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Fenolik bilesikler alkali ortamda (sodyum
karbonattan dolay1) ¢oziindiigiinde fenolat tipi bilesikler olusur. FC reaktifinde bulunan
agir metaller Mo ve Wo fenolatlarla elektron transferine dayali bir tepkimeye girer.
Tepkime sonucunda metal rediiklenir, fenolik bilesikler ise oksitlenir. Sonugta maviden

mora doniik renk degisimi olusmustur (Sekil 3.8.).
Fenolat + Mo®" — Oksitlenmis fenolat + Mo®*

Fenolik bilegikler bazik bir ortamda Folin-Ciocalteu ayiracini indirgeyerek
oksitlenmis forma doniisiir ve olusan mavi renkli bilesigin spektrofotometrede 760 nm
dalga boyunda okumasi yapilir. Standart madde ile kiyaslanarak fenolik madde miktari
belirlenmektedir (Ozkan vd. 2007). Deneyde, 96-derin kuyucuklu plak kuyucuguna 12
kanalli otomatik pipetorle (Eppendorf) sirayla 20 uL numune (ekstre/gallik asit), 1560
uL saf su, 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 300 puL sodyum karbonat ¢ozeltisi
aktarilarak karistirtlmistir. Karigim karanlikta 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Siire
sonunda karigimdan 300 pL alinarak 96-kuyucuklu mikroplak’a aktarilip absorbans
degerleri plak okuyucuda 760 nm’de 6l¢iilmistiir. Standart fenolik bilesik olarak gallik
asit kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi iizerinden ekstredeki toplam fenol
miktar1 hesaplanmistir. Deney 3x3 kez tekrarlanmistir. Gallik asidin farkl
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri kullanilarak absorbans degerlerinin ortalamasi alinip
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Olusturulan grafigin r?si bulunmus ve y=axx+b
cinsinden denklemi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi denklemi kullanarak
ekstrelerdeki toplam fenol miktari, g ekstrede mg gallik asite esdeger olarak

(MgGAE/gekstre) hesaplanmustir.
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Sekil 3.8. Ekstrelerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reatktiflerin hazirlanmasi:
1) Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 20 g Na2COs tartilip 100 mL distile suyla tamamlanarak
%20’1ik sodyum bikarbonat hazirlanmistir.
2) GQGallik asit ¢ozeltisi: Gallik asit 3 mg tartilip lizerine 3 mL %10 DMSO igeren
metanol eklenmistir. Gallik asit 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 0,8;

0,6; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltilmistir.

3.11. Toplam Flavonoit Miktar Tayini (TFC)

Flavonoitler kimyasal yapilari geregi metaller ile selat tipi renkli bilesikler
olustururlar. Ekstrelerdeki toplam flavonoid miktarlari, AlCls reaktifi kullanilarak rutin
ve kersetine esdeger olarak tayin edilmistir (Kosar, Goger ve Baser, 2011). Deneyde, 96-
kuyucuklu plaga 12-kanalli otomatik pipetdrle (Eppendorf) sirayla 80 uL numune (ekstre/
standart madde) ¢6zeltisi (10 mg/mL), 80 uL AICIs ¢ozeltisi ve 1840 uL absolii etanol
eklenmistir. “Blank” olarak kullanilacak numunelerin tizerine AICI3 yerine 10 pL asetik
asit (% 99,8) eklenmistir. Karisim karistirildiktan sonra karanlikta 40 dk siire ile inkiibe
edilmistir. Siire sonunda karisimdan 300 pL alinarak 96-kuyucuklu mikroplaga
aktarilmigtir (Sekil 3.9.). Absorbans degerleri plak okuyucuda 415 nm’de Slglilmiistiir.
Bulunan absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak rutin ve kersetin kalibrasyon egrisi
cizilmis, denklem ve r? degerleri elde edilmistir. Deney 3x3 tekrar yapilarak sonuglar hem

rutine hem kersetine esdeger olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.9. Ekstrelerin AICI; reaktifi ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reatktiflerin hazirlanmasi:
1) Aluminyum kloriir ¢ozeltisi: 2 g AICIs tartilarak 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
2) Asetik asit ¢ozeltisi: 85 mL saf su iizerine 15 mL asetik asit eklenerek hazirlanmistir.
3) Rutin ¢ozeltisi (1-0,1 mg/mL): 4 mg rutin tartilip ve 1; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 mg/mL’lik
konsantrasyonlara seyreltilmistir.
4) Kersetin ¢ozeltisi (1-0,1 mg/mL): 4 mg kersetin tartilip 4 mL’ye %10’luk DMSO
iceren metanol ile tamamlanmis ve 1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0,1 mg/mL’lik

konsantrasyonlara seyreltilmistir.

3.12. Biyolojik Aktivite Calismalari

Biyolojik aktivite i¢in test edilecek kuru ekstrelerin ve ugucu yagin ¢ozeltileri (10
mg/mL) %10 DMSO igeren metanolde hazirlanmistir. Cozeltiler santrifiij (5 dk 5.000

rpm) edilip amber vialde muhafaza edilmistir.

3.12.1. Serbest radikal (DPPH)’ siipiiriicii etkisi

DPPH’ bir hidrojen atomu verebilen bilesiklerle reaksiyona giren kararli bir
serbest radikaldir. Bu yontem antioksidan maddenin etkisi ile DPPH" serbest radikalinin
DPPH molekiiliine indirgenmesine dayanir. Antioksidanin serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi 517 nm’de absorbsiyon degisimine gore degerlendirilir (Krishnaiah, Sarbatly
ve Nithyanandam, 2011). Deneyde, taze hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali ¢ozeltisi kullanilmistir. Standart antioksidan olarak gallik asit, askorbik
asit, BHT kullanilmistir. Bir 96-kuyucuklu plaga 200 pL numune (ekstre/standart madde)
12-kanalli pipetor (Eppendorf Plus) kullanilarak aktarilmigtir. Daha sonra tiim
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kuyucuklara 100 uL DPPH ¢6zeltisi eklenmis ve karanlikta 30 dk inkiibe edilmistir (Sekil
3.10.). Siire sonunda absorbans degerleri mikroplak okuyucuda 517 nm’de olgiilerek
numunelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri tayin edilmistir. Inhibisyon degerleri
%50’nin {lizerinde olan numuneler i¢in ICso degerleri SigmaPlot programinda
hesaplanmistir. Deney 3x3 kez tekrarlanmistir. Spektrofotometrede okunan absorbans
degerlerine gore kullanilan bilesiklerin (numuneler, gallik asit, askorbik asit, BHT)
radikal stipliriici etkileri, kontrol olarak kullanilan %10 DMSO igeren metanol

¢ozeltisine oranla asagidaki esitlikten hesaplanmaistir:

Abs —Abs
%Inh — kontrol numune 100

Abskontrol

Sekil 3.10. Ekstrelerin DPPH reaktifi ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reaktiflerin hazirlanmast:

1) Numuneler: 2 mg/mL hazirlanmistir.

2) DPPH ¢ozeltisi: 2 mg DPPH %10’luk DMSO igeren metanol ile 25 mL’ye
tamamlanip, vortexde karistirilir, 1s1ktan korunarak muhafaza edilmistir.

3) Standart antioksidan ¢ozeltiler: Gallik asit ¢ozeltisi 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltiden 100
uL pipetorle cekilip, 900 pL %10’luk DMSO igeren metanol ile tamamlanarak 0,1
mg/mL hazirlanmigtir.

4) BHT ¢ozeltisi: 1 mg BHT tartilip 1 mL %10’luk DMSO igeren metanol eklenerek 01
mg/mL hazirlanmigtir.

5) Askorbik asit ¢ozeltisi: 1 mg/mL hazirlanan stok ¢6zeltiden 100 uL alinip 900 pL
%10’luk DMSO igeren metanol eklenerek 0,1 mg/mL hazirlanmistir.
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3.12.2. Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) degerlendirmesi
TEAC testi, ABTS katyon radikalinin 0,7-0,8 absorbans degerleri arasindaki

kendine has mavi-yesil renginin ortamda antioksidan varliginda indirgenerek ortama H*
verilmesine dayanir. ABTS, K2S>Og ile tepkimeye girerek ABTS™ radikali olusur (Re vd.,
1999). Deneyde, derin kuyucuklu plaga 10 pL numuneler (ekstreler ve troloks)
eklenmistir. Karisim tizerine 990 uL ABTS eklenerek 30 dk karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Siire sonunda karisimdan 12-kanalli otomatik pipetor (Eppendorf) ile 300 pL
numune mikroplaga aktarilmis ve 734 nm’de absorbans degerleri olglilmustir (Sekil
3.11.). Trolox igin kalibrasyon egrisi ¢izilerek linear dogru denklemi elde edilmistir. Bu
denklem kullanilarak numunelerin gosterdigi Troloksa esdeger antioksidan kapasiteleri

hesaplanmustir. inhibisyon yiizde degerleri asagidaki denkleme gore hesaplanmistir:

Abs —Abs
%Inh — kontrol numune 100
Abskontrol

AbSkontrol V& AbSnumune, kontrol ve numunelerin 734 nm’de &lgiilen absorbans degerleridir.

Sekil 3.11. Ekstrelerin ABTS reaktifi ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reatktiflerin hazirlanmasi:

1) ABTS reaktifi ¢ozeltisi (7 mM): 36 mg ABTS ve 6.6 mg potasyum persiilfat tartilarak
10 mL suda ¢ozlilmistiir. Reaktifin aktif hale gelmesi i¢in oda sicakliginda 16 saat
boyunca karanlikta bekletilmistir. Stok ¢ozeltiden 1 mL almarak UV
spektrofotometrede absorbans 0,7-0,.8 arasinda ayarlanana kadar absolii etanol ile
seyreltilmistir.

2) Trolox ¢ozeltisi: 3 mM/mL’lik stok ¢ozeltisi absolii etanolde hazirlanmis ve 2

mM/mL, 1 mM/mL, 0,5 mM/mL, 0,1 mM/mL konsantrasyonlara seyreltilmistir.
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3) Numuneler 2 mg/mL hazirlanmistir.

3.12.3. Cu(ll) iyon rediikleyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) degerlendirmesi

Elektron aktarimima dayali toplam antioksidan belirleme yontemidir. Deneyde
neokuproin-Nc (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ile Cu(Nc), kompleks olusturarak acik
mavi renkli Cu(ll)-neokuproin kompleksi olusur. Bu kompleks antioksidanlarla
tepkimeye girdigi zaman indirgenme sonucu olarak sari-turuncu renkli Cu(Nc) kompleksi
olusur. Indirgenme sonucu olusan renk degisiminin absorbans degeri 450 nm’de
Olgiilerek antioksidan aktivite degerlendirmesi yapilir (Apak, 2004). Deneyde, 96-
kuyucuklu mikroplaga 55 pL numune (ekstre/standart madde), 50 puL bakir(IT)kloriir, 50
pL amonyum asetat tampon ve 50 pL neokuproin ¢ozeltileri eklenmistir. Karanlikta oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildikten sonra 450 nm’de absorbans degeri Ol¢lilmiistiir
(Sekil 3.12.). Elde edilen absorbans degerleri ile Troloxun kalibrasyon egrisi
olusturularak denklem elde edilmistir. Numunelerin antioksidan etkileri troloxa esdeger
olarak hesaplanmistir. Standart olarak 3, 2, 1, 0,5, 0,1 mM konsantrasyonda hazirlanan

trolox ¢ozeltileri kullanilmstr.
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Sekil 3.12. Ekstrelerin Cu(ll)-neokuproin kompleksi ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reatktiflerin hazirlanmasi:
1) Amonyum asetat (NHsAc) ¢ozeltisi: Amonyum asetat 1927 g tartilip 250 mL saf suda
¢Oziilmiis ve pH 7 olarak 1,0 M tampon ¢ozeltisi hazirlanmstir.
2) Neokuproin (Nc) ¢ozeltisi: Neokuproin 7,8 mg tartilarak 5 mL %96’lik etanolde
¢oziilmiistiir ve derisimi 7,5 x 103 M olarak hazirlanmistir.
3) Bakir kloriir (CuCly) ¢ozeltisi: Bakir kloriir 6,7 mg tartilarak 5 mL saf suda ¢6ziilmiis

ve derisimi 1 x 102 M olarak hazirlanmustir.
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4) Trolox ¢ozeltisi: trolox absolii etanol ile 3, 2, 1, 0,5 ve 0,1 mM’lik derisimlerde
hazirlanmistir.

5) Numuneler 2 mg/mL hazirlanmistir.

3.12.4. a-Amilaz aktivite degerlendirilmesi

a-Amilaz enzimi karbonhidratlarin hidroliz siirecini katalize eden bir enzimdir.
Ekstre ve ugucu yagin a-amilaz enzim inhibisyonu I2/KI reaktifi kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir (Zengin, 2014). Akarboz, bilinen bir a-
amilaz enzim inhibitoriidiir. Bu yontemde a-amilaz inhibe edildigi durumda nisasta
parcalanmaz ve iyotla baglanarak koyu kahverengi bir renk verir. Ancak ortamda enzimi
inhibe eden bir madde bulunmadiginda, enzim etkisini korur ve nisasta pargalanir, iyotla
baglanamaz. Sonu¢ olarak, iyotun rengi degismez. Deneyde, 96-kuyucuklu plak
kuyusuna 50 uL numune (ekstre/ugucu yag/akarboz) otomatik pipetor (Eppendorf)
kullanilarak konulmustur (Sekil 3.13.). Deneyde diliisyon teknigi uygulanmistir. 96-
kuyucuklu plak kuyusuna 50 pL enzim ¢ozeltisi eklenmistir. Her numune i¢in ayrica
blank olarak kullanilacak kuyusuna 50 pL tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Karigim,
karanlikta 37°C’de 10 dk siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiim karigimlarin
tizerine 50 pL nisasta ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim, karanlikta 37°C’de 10 dk siire ile
inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiim karisimlarin iizerine sirastyla 25 pL HCI ¢ozeltisi ve
100 pL I2/KI reaktifi eklenmistir. Absorbans degerleri plak okuyucuda 630 nm’de
Ol¢tilmiistiir. Okuma sonucu “blank” absorbans degerinden numunelerin absorbans degeri

¢ikarilmig ve kontroliin ortalamasi alinarak % inhibisyon degeri hesaplanmaistir:

(Abs konrol - Abs kontrol blank)—( Abs numune—Abs nmne blank)]
(Abs konrol—Abs kontrol bank)

%Inh = [ x 100

Burada, ADbSnumune V€ ADbSnumune blank Numune ve numunenin “blanki” igin Olgililen
absorbans degerleridir. Abskontrol V& AbSkontrol blank kontrol ve kontrol “blanki” igin 6lgiilen

absorbans degerleridir.
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Sekil 3.13. Numunelerin a-amilaz enzim ile tepkime sonucunda meydana gelen renk degisimi

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Tampon ¢ozelti: 0,185 g Na,HPO4+2H-0 ve 0,150 g Na2H2PO4+2H20 tartilip 80 mL
distile suda ¢oziilmiistiir. Cozeltinin pH degeri 6,9 olacak sekilde ayarlanmistir. 35
mg NaCl tartilarak 20 mL distile suda ¢6ziilmiis ve hazirlanan ¢ozeltiye eklenerek
tampon hazirlanmistir.

Enzim ¢ozeltisi: a-Amilaz enzim 1,23 mg tartilip izerine 6nceden hazirlanmis 20 mL
tampon eklenmistir. Cozelti +4°C’de saklanmugtir.

Nisasta ¢ozeltisi: Nisasta 20 mg tartilip 40 mL suda ¢6ziilmiis ve 10 dk 100°C’de
manyetik karistirici tizerinde 1sitilmistir.

Standart madde ¢ozeltisi: Akarboz 0,001 g tartilip 1 mL saf suda ¢oziilmistiir.
Hidroklorik asit ¢ozeltisi: 10 mL distile su behere aktarilmis ve iizerine 4.1 mL
derisik HCI damla damla eklenmistir. Karisim balon jojeye aktarilip distile su ile 50
mL’ye tamamlanmugtir.

Iyot ¢ozeltisi: 0,5 g iyot ve 1,5 g potasyum iyodiir tartilarak koyu renkli bir kap
igerisinde tizerine 50 mL distile suda eklenerek ¢dziinmenin tam saglanmasi igin 30

dk otomatik karistiricida karistirilmstir.

3.12.5. Antikolinesteraz aktivite degerlerlendirilmesi

Deney i¢in ugucu yag ve ekstrelerin 10 mg/mL %10 DMSO’lu metanoliin i¢inde

cozeltileri hazirlanmistir. Standart olarak galantamin c¢ozeltisi kullanilmistir. 96-

kuyucuklu mikroplaga otomatik pipetdr (8-kanalli, Eppendorf) yardimiyla sirayla 50 pLL

numuneler (ekstre/standart madde) eklenmistir. Asetilkolinesteraz enzimi BSA ile daha

1yi ¢alistig1 icin numune seyreltme islemi Tampon B ile yapilmistir. Diliisyon isleminden

sonra tiim kuyucuklara 50 pL Tampon B ve 25 pL asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisi

eklenmistir. Karisim 25°C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra tiim kuyucuklara 125 uL
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Ellman reaktifi (tampon C i¢inde DTNB) ve 25 uL ATCI ¢ozeltisi eklenmistir (Sekil
3.14). Numuneden gelen rengi elimine etmek igin “blank™ testi yapilmigtir. Bu amagla,
deneyin 0. dakikasinda ve 15. dakikasinda 412 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
15. dakikada Olciilen absorbans degerlerinden 0. dakikada ol¢iilen absorbans degerleri
¢ikarilarak numuneden gelen renk elimine edilmistir. Deney 3x3 kez tekrarlanmustir.
Kontroliin ortalama absorbans degeri hesaplanmis ve bu degerden numunelerin absorbans
degerleri ¢ikarilmistir. Numunelerin asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme etkileri

ylizde inhibisyon olarak asagidaki denkleme gore hesaplanmustir:

(Abs konrol - Abs kontrol blank)—( Abs numune—Abs nmne blank)] x 100
(Abs konrol—Abs kontrol bank)

%Inh = |

Burada, Absnumune V& AbSnumuneblank numune ve numunenin “blanki” i¢in 6l¢iilen absorbans
degerleridir. Abskontrol V& AbSkontrolblank kontrol ve kontrol “blanki” i¢in dlgiilen absorbans
degerleridir.

Ellman yonteminde asetilkolinin tiyoesteri olan asetiltiyokolin kullanilir.
Asetilkolinesteraz enzimi, asetiltiyokolini tiyokolin ve asetat’a kadar hidroliz eder.
Olusan tiyokolin ise reaktif olarak kullanilan DTNB’yi 412 nm’de absorbans veren

nitrobenzoata doniistiiriir (Ellman vd., 1961).

NN RN

T

Sekil 3.14. Numunelerin asetilkolinesteraz enzim iizerindeki etkileri

Reatktiflerin hazirlanmasi:
1) Tampon A (50 mM): tris-HCI 1,514 gr tartilir ve 250 mL ultra saf suda
¢cOziilmiistiir. Cozeltinin pH degeri 8’e ayarlamak i¢in HCl damla damla eklenerek

ayarlanmistir (yaklasik 600 uL HCI kullanilmistir).
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2) Tampon B (%0,1): 0,04 gr BSA (Bovin Serum Albumin) tartilip 40 mL Tampon
A i¢inde ¢oziilmiistiir.

3) Tampon C (0,1 M): 5,8 gr NaCl Buffer A i¢inde ¢6ziilmiis ve 0,406 gr
MgCl2+6H,0 (magnezyum kloriir hekzahidrat) tartilip ¢ozeltiye eklenmistir.

4) Substrat ¢ozeltisi (15 mM): 0,086 gr ATCI (asetiltiyokolin iyodiir) 20 mL ultra
saf suda ¢oziilmiistiir.

5) Ellman reaktifi (3 mM): Cozelti taze olarak deney once hazirlanmistir. 1,188 gr
DTNB 100 mL Tampon C i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

6) Enzim ¢ozeltisi: Deneyden hemen oOnce buzluktan c¢ikartilarak ¢oziinmesi
beklenmistir. 0,67 mg asetilkolinesteraz (500U) 44,5 mL Tampon A i¢inde
coziilerek 10 U/mL’lik konsantrasyonda hazirlanmastir.

7) Standart madde: Galantamin 2 mg tartilip 1 mL %10’luk DMSO igeren metanolde

¢Ozulmistiir.

3.12.6. HPTLC- biyootografik analiz

C. mucronifera bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin
(hekzan/metanol/su) antioksidan aktivitesi biyootografik yontemle arastirilmistir.
Aktiviteden sorumlu bilesikler DPPH reaktifi ile HPTLC teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla, ugucu yag ve ekstreler uygun ¢oziiciilerde ¢oziilerek ince
tabaka kromatografisi teknigi ile kromatografik ayirimi saglanarak plak tizerine DPPH
reaktifi uygulanmistir. Ince tabaka kromatografisi igin hareketsiz faz olarak silika jel
kullanilmistir. Ugucu yag ve ekstrede bulunan bilesiklerin ayrimini saglayacak uygun
hareketli faz secimi gerceklestirilmistir. Deneyde uygulanan hareketli fazlar asagida
verilmistir:

Sulu ve metanollii ekstreler i¢in uygulanan hareketli fazlar:
* Toluen: EtAc: HCOOH: H20 (5:100:10:10)
* n-Hekzan: EtAc: glasiyel asetik asit (10:6:2)
» Kloroform: EtAc: MeOH (30: 20: 10)
* Diklorometan: MeOH (9:1)
Hekzanl ekstre ve ugucu yag i¢in uygulanan hareketli fazlar:
* Toluen: EtAc (95:5)
* Toluen: EtAc (97:3)
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Polar ve apolar ekstrelerin ayrimini saglayacak en uygun hareketli fazlar segildikten

sonra HPTLC teknigi uygulanmistir. Kromatografik ayrim igin uygulanan sartlar ve

kullanilan reaktifler hakkindaki bilgiler Tablo 3.3.’de agiklanmustr.

Tablo 3.3. C. mucronifera ucucu yag ve ekstreleri igin uygulanan HPTLC analiz sartlar:

islem

Detay

Sistem

Numune hazirlama

Hareketsiz Faz

Hareketli faz

Ugucu yag ve hekzanl ekstre 10
mg/mL konsantrasyonda hekzanda
Sulu ekstre distile suda metanolli
ekstre metanolde 10mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmastir.
HPTLC Silica gel 60gzs4, 10x10 cm
Ucucu yag ve hekzanl ekstre icin:
Toluen: EtAc; 95:5

Polar ekstreler igin:

Toluen: EtAc: HCOOH: H:0;
5:100:10:10

Merck
CAMAG Automathic
TLC Sampler 4

Yiiriitme 70 mm CAMAG Automathic
Developing Chamber 3
Kurutma Havada
Spotlarin Belirlenmesi Hiz: 5 CAMAG Chromatogram
Siire: 1 sn Immersion Device 111

Tank: 20x10 cm

Belirteg

Ugucu yag ve hekzanl ekstre i¢in

anisaldehit reaktifi

Polar ekstreler i¢in UV 15181 (254, 366

nm) ve NPR ve PEG reaktifi

CAMAG Reprostar 3

Numunelerde bulunan maddelerin ayrimimi gézlemleyebilmek i¢in ugucu yag ve

hekzanli ekstreler igin belirte¢ olarak anisaldehit reaktifi kullanilmistir. Polar

ekstrelerdeki ayrilan maddelerin belirlenmesi i¢in UV 151k ve NPR-PEG reaktifleri
kullanilmigtir (Agudelo vd., 2021).

Numunelerin plak lizerinde ayrimi saglandiktan sonra antioksidan aktivitesi tespit

etmek igin %0,1 DPPH in metanol reaktifi plak iizerine uygulanmistir. Uygulama ve

karanlikta inkiibasyondan sonra plak yiizeyi mor renkli olurken, antioksidan aktif olan

spotlar sar1 renk olarak tespit edilmistir.

39



Sonraki agamada HPTLC CAMAG cihaz1 kullanilarak numuneler cam silika jel
tizerine bantlar seklinde uygulanmigtir. Aymi sartlarda kromatografik ayrimi
gerceklestirilmistir. CMHE ve CMUY numuneleri i¢in plaka tizerine anisaldehit reaktifi,
CMME ve CMSE i¢in NPR + PEG reaktifleri uygulanmistir. Plak 1sitildiktan sonra UV
15181 altinda incelenmistir. Elde edilen kromatogramlarda meydana gelen sari, yesil ve
mavi floresans veren spotlar ekstrelerin fenolik grubundan bilesikleri agirlikla ihtiva
ettiklerini gostermistir. Polar ekstrelerin detayli kimyasal incelemesi LC-MS/MS teknigi
ile arastirilmastir.

Reatktiflerin Hazirlanmasi:

1) Anisaldehit reaktifi: anisaldehit (0,5 mL) glasiyel asetik asit ile (10 mL)
karistirilarak 85 mL metanol ve 5 mL derisik siilfiirik asit ile hazirlanmstir.
Belirte¢ uygulandiktan sonra plak 5 dk 100-105°C de 1sitilmistir. Olusan renkler
UV ve beyaz 151k altinda incelenmistir.

2) NPR reaktifi: 1 g difenilborik asit-etilaminoester 100 mL metanolde ¢oziilmiistiir.
NPR belirteci uygulandiktan sonra plak 100-105°C de 1sitilmis ve PEG reaktifi
uygulanmistir. Olusan renkler UV (254, 366 nm) ve beyaz 1sik altinda
incelenmistir.

3) PEG reaktifi: 5 g polietilen glikol-4000 100 mL etanolde ¢6ziilmiistiir.

4) DPPH reaktifi: 0.05 g 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 100 mL metanolde ¢oziilmiis ve
karanlikta muhafaza edilmistir. Reaktif plak {izerine uygulandiktan sonra plak 15-
30 dk karanlhikta inkiibe edilmigstir. Siire sonunda plak beyaz 151k altinda

incelenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ucucu Yag ve Ekstrelerin Verim ve Ozellikleri

C. mucronifera bitkisinin toprak tstii kismindan Clevenger apareyinde
hidrodistilasyon ile yesilimtrak renkli ve keskin aromatik kokulu ugucu yag elde
edilmistir (Sekil 4.1). Elde edilen ugucu yag amber renkli viale konularak +4°C’de
muhafaza edilmistir.

C. mucronifera toprak iistii kismindan farkli polaritelerdeki ¢oziiciilerle elde edilen
ekstreler doner buharlastiricida vakum altinda ve liyofilizatérde kurutulup Eppendorf
tiiplerine konularak +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 4.1). Hekzanli ekstre hafif kokulu
sari-yesil rengindedir, metanollii ekstre ise yapiskan karakterli ve koyu yesil renklidir.

Sulu ekstre higroskopik sari-bej renkli toz seklinde elde edilmistir.

Sekil 4.1. Kuru ekstreler

Ucucu yag ve ekstrelerin kurutulmasiyla elde edilen verim bilgileri Tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 4.1. C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen u¢ucu yag ve farkl ¢oziiciilerle hazirlanan

ekstrelerin verimleri

Elde edilen yag/ekstre, gr Verim, %
Ugucu yag (CMUY) 0,005 0,01
Hekzanl ekstre (CMHE) 0,18 0,90
Metanollii ekstre (CMME) 1,38 6,90
Sulu ekstre (CMSE) 1,88 9,41
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4.2.  Fitokimyasal Arastirmalarin Sonuclari

4.2.1. Ucucu yag kimyasal kompozisyonu

C. mucronifera bitkisinin toprak istii kisimlarindan distile edilen ugucu yagin
kimyasal kompozisyonu gaz kromatografi teknigi ile incelenmistir. Bilesenlerin kalitatif
analizinde GC/MS, kantitatif analizinde ise GC-FID teknigi kullanilmistir. Ugucu yagda
tespit edilen bilesikler HP-Innowax kapiler kolondan ¢ikis zamanina gére Tablo 4.2.”de

listelenmistir.

Tablo 4.2. C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen ugucu yag Kimyasal kompozisyonu

No  RRI Bilesik %
1 1032  «-Pinen 0,7
2 1076 Kamfen e

3 1093 Hekzanal 0,1
4 1118 B-Pinen 0,2
5 1158 Thuja-2,4(10)-dien 0,1
6 1188 «-Terpinen 0,1
7 1192 2-Heptanon e

8 1200 Dodekan t

9 1194 Heptanal e

10 1203 Limonen 0,2
11 1220 p-Menta-1,3,6-trien e

12 1225 (Z)-3-Hekzenal 0,2
13 1226  Amil furan (=2-Pentil furan) 0,3
14 1255 y-Terpinen e

15 1280 p-Simen 0,1
16 1296 Oktanal e

17 1304 1-Okten-3-on 0,1
18 1400 Tetradekan e

19 1402 Nonanal 0,1
20 1441 Dihidro-mirsenol 0,1
21 1477  4,8-Epoksiterpinolen 0,3
22 1492 Siklosativen e

23 1497 a-Kopaen 0,2
24 1498  2-Etil hekzanol 0,3
25 1499  «-Kamfolen aldehit (=Kamfolenal) 0,3
26 1536  Pinokamfon 0,3
27 1541 Benzaldehit 0,6
28 1562 Oktanol 0,1
29 1586 Pinokarvon 0,3
30 1611 Terpinen-4-ol 0,2
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Tablo 4.2. (devam) C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen ugucu yag kKimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
31 1648 Mirtenal 0,5
32 1655 (E)-2-Desenal 0,1
33 1663 Fenilasetaldehit (=Benzen asetaldehit) 1,3
34 1670 trans-Pinokarveol 1,0
35 1700 Heptadekan 0,1
36 1683 trans-Verbenol 11
37 1706  o-Terpineol 0,2
38 1722 Dodekanal (=Laurik aldehit) 0,1
39 1742  B-Selinen 0,2
40 1745 Verbenon 11
41 1751 Karvon 0,1
42 1764 (E)-2-Undesenal 0,1
43 1766 1-Dekanol 0,3
44 1797 p-Metilasetofenon 0,2
45 1804 Mirtenol 0,3
46 1830 Tridekanal 0,6
47 1838 (E)-p-Damassenon 0,2
48 1845 (E)-Anetol 0,5
49 1846 trans-Karveol 0,3
50 1864 p-Simen-8-ol 0,1
51 1868 (E)-Geranil aseton 0,3

1-fzobutil 4-izopropil 3-izopropil-2,2-dimetil suksinat (= 2,2,4-

52 1880 trimetil-3-karboksiizopropil-izobutil pentanoat) 125
53 1887 2-Metil-2,2-dimetil-1-(2-hidroksi-1-metiletil)propil propanoat* 6,4
54 1945 1,5-Epoksi-salvial-4(14)-en 3,1
55 1958 (E)-B-ionon 0,4
56 1973  1-Dodekanol 0,5
57 2008 Karyofillen oksit 3,3
58 2021 2-Pentadekanon 0,1
59 2041  Pentadekanal 0,4
60 2042  Salvial-4(14)-en-1-on 0,5
61 2057 Ledol 0,1
62 2071  Humulen epoksit 11 0,5
63 2131 Hekzahidro-farnezilaseton (= 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon) 1,2
64 2138 Salviadienol 0,3
65 2144 Spatulenol 4,3
66 2179 Nor-kopaanon 0,7
67 2180  3,4-Dimetil-5-pentyliden-2(5H)-furanon (= Bovolit) 0,6
68 2186  Ojenol 0,3
69 2209  T-Muurolol 0,6
70 2239 Karvakrol 1,2

43



Tablo 4.2. (devam) C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen ugucu yag kKimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
71 2243 Klovenol 0,2
72 2247  trans-a-Bergamotol 04
73 2257  B-Odesmol+Torilenol (= 1-hidroksi-6,8-siklo-4(14)-6desmen) 0,8
74 2289  4-Okso-o-ylangen (=Mustakon) 1,9
75 2316 Karyofilladienol-I 0,7
76 2320 14-Nor-kadin-5-en-4-on izomer A 0,5
77 2389  Karyofillenol-I (=karyofilla-2(12),6-dien-5-o.-ol) 1,0
78 2368  Odesma-4(15),7-dien-1-p-ol 0,8
79 2392 Karyofillenol-11 (=karyofilla-2(12),6-dien-5-p-ol) 1,8
80 2500 Pentakosan 0,3
81 2503 Dodekanoik asit (=Laurik asit) 1,9
82 2670 Tetradekanoik asit (= Miristik asit) 2,2
83 2700 Heptakosan 2,9
84 2822 Pentadekanoik asit 1,4
85 2931 Hekzadekanoik asit 21,6
Toplam 89,0
RRI: relatif tutunma indisi; e: eser, <%0,1; % miktarlar1 FID dedektor verilerine gore
verilmistir.

4.2.2. Sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu

C. mucronifera c¢igeklerinden elde edilen sabit yag asitlerinin metillenmis
tirevlerinin kalitatif analizinde GC/MS, Kkantitatif analizinde ise GC-FID teknigi
kullanilmisgtir. Sabit yag asitleri HP-Innowax kapiler kolondan ¢ikis zamanina gore Tablo

4.3’de listelenmistir.

Tablo 4.3. C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen sabit yag kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 1810 Metil dodekanoat (=M. laurat) 2,7
2 2018 Metil tetradekanoat (=M. miristat) 1,1
3 2020 izopropil miristat 0,6
4 2095 Metil pentadekanoat 0,5
5 2223 Metil hekzadekanoat (=M. palmitat) 24,8
6 2231 Metil (E)-3-Hekzadekanoat 1,2
7 2323 Metil heptadekanoat 0,4
8 2436 Metil oktadekanoat (=M. stearat) 7,2
9 2468 Metil oleat 4,9
10 2509 (Z,2)-9,12-Metil oktadekadienoat (=M. linoleat) 11,6
11 2515 Metil nonadekanoat 22,6
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Tablo 4.3. (devam) C. mucronifera toprakiistii kismindan elde edilen sabit yag kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
12 2572  Metil linolenat 14,5
13 2634  Metil eikosanoat (=M. arasidat) 2,3
14 2841 Metil behenat (=M. dokosanoat) 2,4
Toplam 96,8

RRI: relatif tutunma indisi; % miktarlar1 FID dedektor verilerine gore verilmistir

4.2.3. Ekstrelerin kimyasal kompozisyonu

C. mucronifera toprak isti kismindan hekzan, metanol ve su ile elde edilen

ekstrelerin kimyasal kompozisyonlar1 LC-MS teknigi ile incelenmistir. Ekstrelerin

kromatografik profilleri birbirilerine benzer olup ana bilesikler olarak fenolik asit ve

flavonoit tlirevleri tespit edilmistir. Sekil 4.2’de C. mucronifera metanolli ve sulu

ekstrelerinde bulunan bilesiklerin sivi kromatografisi teknigi ile aymrim sonucu

(kromatogrami) gosterilmistir.
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Sekil 4.2. C. mucronifera metanollii (4) ve sulu (B) ekstrelerinin LC-MS kromatogrami

Kiitle spektrum pargalanma 6zelliklerine gore ekstrelerde tespit edilen bilesiklerin

spektrumlar Sekil 4.3‘de verilmistir:
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Sekil 4.3. C. mucronifera metanollii ekstrelerinde tespit edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari: A: 1-
kaffeoyilquinik asit; B: ferulik asit; C: 5-kafeoyilquinik asit; D: feruloyilquinik asit; E: metil kersetin

glukozit; F: metil apigenin glukozit.

46



4.2.4. Ekstrelerin toplam fenol miktar:

C. mucronifera toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerde toplam fenol
miktart Folin-Ciocalteau reaktifiyle spektrofotometrik olarak saptanmigtir. Standart
madde olarak gallik asit kullanilmis ve numunelerde toplam fenol miktar1 gallik asite
esdeger olarak hesaplanmustir. Sekil 4.4’de yer alan kalibrasyon egrisi gallik asit bes
diliisyon (0,1-1,0 mg/mL) g¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir.

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0,000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon, mg/mL

Absorbans

Sekil 4.4. Gallik asit kalibrasyon egrisi

C. mucronifera polar ekstrelerinin toplam fenol miktarlari ii¢ deney sonucunda elde

edilen gallik asite esdeger ortalama verileri Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. C. mucronifera bitkisinin toprak iistii kissmlarina ait ekstrelerinin toplam fenol miktar

EKkstre tiirii Toplam Fenol Miktari, (Ort+SS) GAEMQ/Qekstre
CMHE 6,78 + 0,09
CMME 50,54 + 2,23
CMSE 27,93+ 1,39

CMHE: C. mucronifera hekzanli ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre, CMSE: C.
mucronifera sulu ekstre, GAEmg/gekstre: 1 g ekstredeki gallik asite esdeger fenol miktari.

4.2.5. Ekstrelerin toplam flavonoit miktar:

C. mucronifera bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen hekzanli,
metanollii ve sulu ekstrelerdeki toplam flavonoid miktari, AlCls ile olusturdugu selat
renginin spektrofotometrik olarak Olcililmesi ile tespit edilmistir. Flavonoit miktarlari

hesaplamasinda kersetin i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi denklemi kullanilmistir (Sekil

4.5.).
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Sekil 4.5. Kersetin kalibrasyon egrisi

Ug tekrarlama sonucunda hesaplanan Kersetine esdeger flavonoit miktarinin

ortalama degerleri Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. C. mucronifera ekstrelerinde toplam flavonoit mikzar:

EKkstre tiirii Toplam Flavonoit Miktar1 (Ort£SS), KE mg/gekstre
CMHE 2,12+0,28
CMME 18,93 + 2,33
CMSE 5,44 £ 0,63

CMHE: C. mucronifera hekzanli ekstre, CMME: metanollii ekstre, CMSE: sulu ekstre, KE
mg/g ekstre: 1 g ekstredeki kersetine esdeger flavonoid miktari, RE mg/g ekstre: 1 g
ekstredeki rutine esdeger flavonoid miktart.

4.3. Biyolojik Aktivite Sonuglari
4.3.1. Serbest radikal (DPPH) siipiiriicii etki verileri

C. mucronifera bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen hekzanli, metanolli
ve sulu ekstreler ve ugucu yagin serbest radikal siipiiriicii etkileri DPPH radikalinin
indirgenmesiyle olusan renk degisiminin absorbans degerinin spektrofotometrik olarak

Ol¢iilmesi ile tespit edilmistir. Serbest radikal siipiiriicti aktivite % inhibisyon formiilii ile

hesaplanmaistir:

Abs konrol - Abs numune
x 100

%Inh =
/o Abs konrol

Test numunelerinin yiizde inhibisyon degerleri standart antioksidan maddeler olan
gallik asit, BHT ve askorbik asit degerleriyle kiyaslanmustir. Inhibisyon degerleri

%50’den biiyiik olan numuneler i¢in ICso (DPPH absorbansini yariya indiren numunenin
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konsantrasyonu) degerleri SigmaPlot 12.0 programi kullanilarak hesaplanmistir (Tablo
4.6.).

Tablo 4.6. C. mucronifera ekstre ve ugucu yaginin serbest radikal siipiiriicii etkisi

Ekstre tiirii Inh (Ort£SS), % ICs0 (Ort+SS), mg/mL

CMHE* 4,18 = 4,69 -

CMME* 84,20+ 0,88 0,13+0,00
CMSE* 8352+ 0,19 0,62 +0,02
CMUY* 9,04 +0,00 -

Gallik asit™ 88,60 = 0,58 0,05+ 0,00
Askorbik asit™ 91,21+ 0,30 0,61+ 0,00
BHT* 83,72+ 1,77 0,06 + 0,02

CMHE: C. mucronifera hekzanlh ekstre; CMME: C. mucronifera metanolli ekstre; CMSE: C.
mucronifera sulu ekstre; CMUY: C. mucronifera ugucu yag; " ekstre ve yag derisimi 2 mg/mL;
** (.1 mg/mL derisimi; ¥ 1,0 mg/mL derisimi

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin ICsg degerleri hesaplamasinda kullanilan

egriler Sekil 4.6’de gosterilmistir.

Askorbik asit BT
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. . 1] . . .
»] Askorbik asit BHT «  Gallik asit
n
.
- 2% )
" g 1
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Sekil 4.6. C. mucronifera u¢ucu yag ve ekstrelerinin ve standart antioksidan maddelerin 1Cso degerleri
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4.3.2. HPTLC-Biyootografik Analiz Sonucu

C. mucronifera ucgucu yag ve ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri
mikrotiter plak yontemi uygulanarak spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Daha sonra
numunelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri HPTLC-biyootografik teknigi ile
arastirilmistir. Bu amagla, numunelerin &ncelikle iTK plak iizerinde ayirimi saglanarak
plak tlizerine DPPH reaktifi ¢ozeltisi uygulanmistir. Sonuglar 30 dk karanlikta
inkiibasyondan sonra kaydedilmistir.

Calismanin birinci basamaginda ugucu yag ve ekstrelerin farkli hareketli fazlar ile
ayrimlari test edilmistir. Bu kapsamda polar ekstrelerdeki bilesiklerin ayirimi NPR
reaktifi ve PEG reaktifi uygulanarak sonuglar UV 15181 altinda incelenmistir. Sulu ve
metanollii ekstre i¢in en uygun hareketli faz olarak Toluen: EtAc: HCOOH: H20
(5:100:10:10) karisimi segilmistir. Ugucu yag ve hekzanli ekstrede bulunan bilesiklerin
aymrim anisaldehit reaktifi ile kontrol edilmistir. Reaktif uygulandiktan sonra plak
100°C’de 5 dk 1sitilarak sonuglar beyaz giin 15181 altinda incelenmistir. Hekzanli ekstre
ve ugucu yag i¢in en uygun hareketli faz olarak Toluen: EtAc (95:5) karisimi se¢ilmistir.
(Sekil 4.7).

Sekil 4.7. C. mucronifera’'min hekzanli ekstre ve ugucu yagin anisaldehit reaktifi ile gosterdigi

renk degisimleri

Caligmanin ikinci basamaginda numunelerin serbest radikal siipiiriicii etkilerinin
tespiti igin plakta ayirilan bilesikler tizerine DPPH reaktifi uygulanmistir. Biyootografik
calisma kapsaminda ugucu yag ve hekzanli ekstre i¢in belirgin bir serbest radikal

stipiirticii sonu¢ gozlemlenmemistir.
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Sulu ve metanollii ekstrelerdeki maddelerin ayrimini serbest radikal siipiiriicii
etkilerini gdzlemleyebilmek igin numunelerin uygulandig1 ITK plagi DPPH reaktifine
daldirilmistir. Uzerine reaktif tatbik edilen plak karanlikta 30 dk inkiibe edilmistir.
Biyootografik ITK teknigi ile ayirilan numunedeki bilesikler DPPH reaktifine kars
tepkime vererek sari renkli spotlar meydana gelmistir. Siire sonunda tepkime sonucu
beyaz 151k altinda incelenip kaydedilmistir. Ayirilan bilesiklerin hangi madde grubuna ait
olabilecegini tespit etmek amaciyla ITK calismasi bir kez daha uygulanip plak iizerine
NPR-PEG reaktifleri uygulanmistir. Reaksiyon sonucu UV 254 ve 366 nm 15181 altinda
incelenip kaydedilmistir (Sekil 4.8.).

DPPH Reaktifi, beyaz 1g1k NPR-PEG Reaktifi, UV 366

CMME CMSE CMME CMSE CMME CMSE

Sekil 4.8. C. mucronifera 'min metanollii ve sulu ekstrelerin NPR-PEG ve DPPH reaktifleri ile

tepkime sonucu

Sekil 4.8.’de goriildiigi gibi, DPPH reaktifi ile tepkime veren bilesikler NPR-PEG
reaktifi ile sar1, turuncu, mavi floresans vermistir. Bu sekilde sonug bu bilesiklerin fenolik
maddeler grubundan oldugu gostermektedir. Polar ¢oziiciiler olan metanol ve su ile

bitkiden agirlikli olarak fenolik madde grubu ekstre edilmistir.

4.3.3. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi (TEAK) verileri

C. mucronifera bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin serbest radikal
stipiiriicti etkileri ABTS<" radikal katyonu kullanilarak spektrofotometrik yontemle
arastirilmistir. Numunelerin antioksidan etkileri Trolox’un (standart inhibitér madde)

ABTS" radikalini siipiirme etkisi ile Kkarsilastirilarak belirlenmistir (Tablo 4.7).
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Ekstrelerin Trolox’a esdeger antioksidan kapasitesi Trolox i¢in elde edilen kalibrasyon
egrisi denklemi kullanilarak hesaplanmigtir. Sekil 4.9°da Troloks i¢in elde edilen

kalibrasyon egrisi ve denklemi gosterilmistir.

Tablo 4.7. Ekstrelerin Trolox’a esdeger antioksidan kapasite degerleri

Ekstre tiirii TEAK*(Ort+SS), mM
CMUY inaktif
CMHE 0,08 + 0,03
CMME 1,36+0,14
CMSE 0,30+ 0,02

CMHE: C. mucronifera hekzanlh ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre,
CMSE: C. mucronifera sulu ekstre; CMUY: C. mucronifera ugucu yag; TEAK
degerleri 2 mg/mL derigimdeki ekstreler i¢in verilmistir

100
90 ' y=29,817x-0,3654
80 R2=0,9996
70
60
50
40
30
20
10

Inhibisyon ,%

0 0,5 1 15 2 25 3 35
Konsantrasyon, mM

Sekil 4.9. Trolox kalibrasyon egrisi

4.3.4. Cu(ll) iyon indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) verileri

CUPRAC metodunda C. mucronifera bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde
edilen ugucu yag ve ekstrelerin bakir (II)-neokuproin kompleksini bakir(I)-neukuproin
kompleksine indirgenmesine bagli olarak antioksidan kapasite tayin edilmektedir.
Kompleksin 450 nm’de gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Standart antioksidan madde olarak kullanilan Trolox’un absorbans degerleri
ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.10). Kalibrasyon egrisinden elde edilen
denklem ile ugucu yag ve ekstrelerin icerdikleri toplam antioksidan kapasiteleri Troloksa

esdeger mM olarak hesaplanmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Ekstrelerin Cu(ll) iyon indirgeme antioksidan kapasite degerleri

Ekstre tiirii CUPRAC*(Ort+SS), TEmM
CMUY 0,50 + 0,04
CMHE 0,55+ 0,03
CMME 2,02 +0,29
CMSE 1,27 +£0,10

CMHE: C. mucronifera hekzanl ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre,
CMSE: C. mucronifera sulu ekstre; CUPRAC degerleri 2 mg/mL derisimdeki ekstreler
i¢in verilmigtir

3,5
3
y =0,9582x + 0,112
2,5 R2=0,997

Absorbans
o =
o v, Ul N

Konsantrasyon, mM

Sekil 4.10. Trolox kalibrason egrisi

4.3.5. a-Amilaz aktivite verileri

C. mucronifera bitkisinin toprak isti kismindan elde edilen -ekstrelerin
karbonhidrat metabolizmast {izerinde etkili olan o-amilaz enzimini inhibe etme
potansiyeli mikrotitre teknigi ile % inbisyon hesaplanarak degerlendirilmistir. Standart
antidiyabetik etkili madde olarak akarboz kullanilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerin a-
amilaz enzim inhibisyon degerleri Tablo 4.9°da verilmistir. Test edilen numunelerin
enzimi inhibe etme etkisi iyot rengindeki degisimin 630 nm dalga boyunda

spektrofotometrik 6l¢iimii ile yapilmustir.
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Tablo 4.9. Ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi iizerinde gosterdikleri % inhibisyon degerleri

Ekstre tiirii Inhibisyon (Ort+SS), %
CMUY 34,14 + 2,48
CMHE 13,10+ 1,86
CMME 19,51 + 2,20
CMSE 4,65+ 0,00
Akarboz* 98,33+ 0,97

CMHE: C. mucronifera hekzanli ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre,
CMSE: C. mucronifera sulu ekstre; CMUY: C. mucronifera ugucu yagi, Inh %
Yiizde degerleri 2 mg/mL derisimdeki ekstreler i¢in verilmistir.; *1 mg/mL standart
enzim inhibitorii.

4.3.6. Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite verileri

C. mucronifera bitkisinden elde edilen ekstre ve ugucu yagin asetilkolinesteraz
enzimini inhibe etme potansiyeli tespit edilmesi i¢cin Ellman testi kullanilmistir.
Asetilkolinesteraz asetiltiyokolini tiyokolin ve asetata kadar hidroliz eder (Ellman vd.,
1961). Olusan tiyokolin ise kromojenik ajan olarak kullanilan DTNB’yi 405 nm’de
absorbans veren nitrobenzoata doniistiiriir. Standart olarak kullanilan galantamin
tizerinden ekstrelerin inhibisyonlar1 karsilastirilmistir. Numunelerin AChE enzimini
inhibe etme etkileri, yiizde inhibisyon olarak hesaplanmis ve elde edilen degerler Tablo
4.10°da verilmistir. Test sonucunda tiim ucucu yag ve ekstre numuneleri i¢in ¢ok diistik

degerler elde edilmistir.

Tablo 4.10. Ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivite degerleri

Ekstre tiirii *inhibisyon (Ort£SS), %
CMUY inaktif
CMHE 3,21+ 0,00
CMME 10,70 + 4,68
CMSE 12,25 + 0,00
Galantamin 83,70 £ 1,56

CMHE: C. mucronifera hekzanli ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre,
CMSE: C. mucronifera sulu ekstre Inh % Yiizde degerleri 2 mg/mL derisimdeki
ekstreler i¢in verilmistir.
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5. TARTISMA
5.1. Ucucu Yag Profili

Arastirma kapsaminda B6: Sivas lokalitesinde toplanmig C. mucronifera bitkisinin
toprak ustii kisimlart konvansiyonel hidrodistilasyona tabi tutularak elde edilen ugucu
yagin verimi %0,01 olarak saptanmistir. Kaynaklarda bulunan verilerde C5, Nigde,
Camardi, Aladaglar, Narpuz Bogazi civarinda toplanmis bir 6rnegin ugucu yag verimi
%0,09 olarak rapor edilmistir (Dural vd., 2003). Yag verimindeki farklilik edafik
faktorlerden ve bitkinin gelisme durumundan kaynaklandigi diisiintilmektedir. C.
mucronifera gaz kromatografik analiz sonucunda ugucu yaginda tespit edilen bilesikler
dort ana grup altinda toplanmistir: monoterpen hidrokarbon, oksijenli monoterpen,
seskiterpen hidrokarbon, oksijenli seskiterpen, esterler, fenilpropanoitler ve yag asitleri.

Ucgucu yagdaki major bilesenlerin dagilimi Sekil 5.1°de gdsterilmistir.

- Oksijenli
Diger Monoterpen hidrokarbon ' monoterpen
%1,7 %8,7
Fenilpropanoitler .
%1,3 S_esklterpen
hidrokarbon

1%

Oksijenli seskiterpen
%23

-------

------

Yag asitleri
%27

Alifatik esterler
%18,9

Sekil 5.1. C. mucronifera ugucu yagindaki major bilesen gruplar

C. mucronifera ugucu yaginin %89’unu olusturan toplam 85 bilesik tespit
edilmistir. Ucucu yagin onemli kismini yag asitleri (%27) olusturmaktadir. Yagin
%?23’tnii olusturan oksijenli seskiterpenler 20 bilesikten ibarettir. Yagin 6nemli bir
kismint olusturan (%18,9) alifatik esterler sadece iki bilesikten meydana gelmistir.

Oksijenli monoterpenler ise 19 adet bilesikten meydana gelmis olup ugucu yagin %8,7
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kismint olusturmaktadirlar. Genel olarak ugucu yagin profilinde terpenik yapidaki
bilesikler %34,4 bollukta bulunmaktadir. Alifatik esterler ve yag asitleri ugucu yagin
yarisini olusturmaktadir (toplam %50). Ugucu yagin gaz kromatogrami Sekil 5.2.’de

gosterilmistir.

TIC: GS500C-BB-2.D\data.ms
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Sekil 5.2. C. mucronifera ucucu yag bileseni gaz kromatogram:

Dural vd. (2003) tarafindan yayinlanmig ¢alismada C5, Nigde, Camardi, Narpuz
Bogazi lokalitesinde toplanan C. mucronifera 6rneginin ugucu yagi ¢cok farkli kimyasal
kompozisyonunda sahiptir. Yagin major bilesikler olarak seskiterpen hidrokarbonlar
germakren D (%29,3) ve p-karyofillen (%7,3) ve oksijenli seskiterpen B-6desmol (%17,4)
tespit edilmistir. Bununla birlikte, aromatik tiirevler benzaldehit ve fenilasetaldehid ile
birlikte bir¢ok terpenik olmayan diiz zincirli (6-16 karbon atomu) alifatik aldehidleri
icerdigi rapor edilmistir. Genel olarak, alifatik aldehidler (12 bilesik) C. mucronifera'daki
ucucu yagin %9,2'sini olusturmustur. Tez kapsaminda incelenmis C. mucronifera
orneginde tespit edilen iki alifatik esterler Centaurea ugucu yag: igin ilk kez rapor
edilmistir. Genel olarak tez kapsaminda arastirilan C. mucronifera drneginin ugucu yag
kimyasal profili kaynaklarda rapor edilen diger Centaurea ugucu yaglarinin profilinden
oldukga farklidir.

C. mucronifera u¢ucu yaginda tespit edilen 1-izobutil 4-izopropil 3-izopropil-2,2-
dimetil suksinat (= 2,2,4-trimetil-3-karboksiizopropil-izobutil pentanoat) bilesigi daha
once farkli Asteraceae familyasi tiirleri i¢in rapor edilmistir. Ornegin, Tiirkiye’de yetisen
Cousinia sivasica Hub.-Mor. ugucu yaginda %12.2 ve Tripleurospermum decipiens
(Fisch & C. A. Mey) ugucu yaginda %0.6 oranlarinda bulunmustur (Géger vd., 2021;
Tekin vd., 2018).
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Alifatik ester grubundan ikinci major ugucu bilesik olan 2-metil-2,2-dimetil-1-(2-
hidroksi-1-metiletil)propil propanoat ise daha once Leonotis nepetifolia (L.) R. Br.
(Lamiaceac) yiiksek oranda (%22,8) bulunmustur (de Oliveira vd., 2015). Bunun yani sira
Carabus lefebvrei Dejean bocegi bu maddeyi savunma amaciyla salgilamaktadir (Giglio
vd., 2009).

5.2. Sabit Yag Asitleri Profili

Bu arastirma kapsaminda C. mucronifera ¢igeklerinin sabit yagi profili ilk kez
arastirtlmistir. Genel olarak sabit yagin kompozisyonunda 14 yag asidi tespit edilmis olup
yag asitlerinin %96,8’i aydinlatilmistir. Sabit yag asitlerin gaz kromatogrami Sekil 5.3°de

gosterilmistir.
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Sekil 5.3. C. mucronifera sabit yag asitleri gaz kromatogram:

Sabit yag kompozisyonunda doymus yag asitleri yiiksek miktarda (%65.,8) tespit
edilmistir. Baslica palmitik (%24,8), nonadekanoik (%22,6) ve stearik (%7,2) asitleri ana
bilesikler olarak tespit edilmistir. Doymamis yag asitlerinden ise linolenik (%14,5),
linoleik (%11,6) ve oleik (%4,9) asitleri saptanmustir.

Kaynak taramasinda C. mucronifera sabit yag asitleriyle ilgili bir bilgiye
rastlanmamistir fakat diger Centaurea iizerinde yapilan sabit yag asitleri ¢aligmalari
incelendiginde, Canli (2018) tarafindan yapilan arastirmada, C. sivasica Wagenitz, C.
tomentella Hand.-Mazz tiirleri {izerinde doymus yag asitlerinin ana bileseni
hekzadekanoik asit tespit edilirken, C. sivasica Wagenitz, C. tomentella Hand.-Mazz ve
C. haussknechtii Boiss tiirleri {izerinde doymamis yag asitlerinin ana bilesenleri olarak,

linoleik asit, linolenik asit asit tespit edilmistir. Keser vd. (2020) tarafindan yapilan
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arastirmada, C. virgata, C. kurdica ve C. saligna tiirleri {izerinde sabit yag asitlerinden
doymus yag asitlerinin ana bilesenini palmitik asit olustururken, doymamis yag asitlerinin
ana bilesenlerini oleik ve linoleik asit olusturmaktadir. Zengin vd. (2010) tarafindan
yapilan arastirmada C. patula, C. pulchella ve C. tchihatcheffii tiirleri tizerinde sabit yag
asitleri profili incelendiginde, doymus yag asitlerinin ana bilesigi palmitik asit ve
doymamuis yag asitlerinin ana bilesikleri linoleik ve linolenik asit olarak tespit edilmistir.

C. mucronifera’da tespit edilen major yag asitlerin formiilleri Sekil 5.4‘de

gosterilmistir.
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Sekil 5.4. C. mucronifera sabit yagimin major yag asitleri

5.3. Ekstrelerin Profili

C. mucronifera bitkisinin toprak istli kismindan polar ve apolar ¢oziiciiler

kullanilarak ekstreler elde edilmistir. Elde edilen verilere gore en yiiksek verim %9,41 ile
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sulu ekstreden elde edilmistir. Apolar ¢oziicii olan hekzanla en diisiik verimle ekstre
edilmistir.

Polar ¢oziiciinlin kimyasal profili sivi kromatografisi teknigi ile aydinlatilmistir.
Metanollii ve sulu ekstrelerin bilesimleri birbirine ¢ok benzer olarak bulunmustur.
Ekstrelerde yogunlukla fenolik asitler; kaffeoyilquinik, ferulik, 5-kafeoyilquinik ve
feruloyilquinik asitler tespit edilmistir. Bununla beraber, ekstrelerde flavonoitler
grubundan metil kersetin glukozit ve metil apigenin glukozit bulunmustur. Literatiirde C.
mucronifera ekstreleri tizerinde daha 6nce yapilan kapsamli fitokimyasal galisma mevcut
degildir. Fakat diger Centaurea tiirleri tizerinde yapilan ¢aligmalar incelendiginde fenolik
asitlerden ferulik asit C. kurdica, C. saligna ve C. amaena tiirlerinin ana bileseni olarak
tespit edilmistir (Keser vd. 2020; Albayrak vd.2017). Kaffeoyilquinik asit ve onun
tirevleri Tiirkiye’de yetisen C. urviellei subsp. hayekiana Wagenitz, C. kotschi var.
persica (Boiss.) Wagenitz, C. drabifolia subsp. detonsa ve C. patula DC. tiirlerinde
saptanmustir (Zengin vd., 2019P). Tiirkiye icin endemik bir tiir olan C. baserii i¢inde de
kaffeoyilquinik asidin ¢esitli esterlerine rastlanmistir (Kose vd., 2016). Diger endemik tiir
olan C. pseudoscabiosa subsp. pseudoscabiosa Boiss. et Buhse ekstresinde de bu
bilesikler saptanmistir( Flamini vd., 2002). Flavonoidlerden apigenin metil esteri daha
once C. urviellei DC. ve C. austro-anatolica tiirlerinde rastlanmstir (Ulubelen ve Oksiiz,
1982). Metil kersetin bilesigi ise daha 6nce C. aegyptiaca L. tiirlinde rastlanmistir (Senosy
vd., 2018)

C. mucronifera ekstrelerinin toplam fenol miktar1 tayini i¢in Folin-Ciocalteu
reaktifi kullanilarak meydana gelen renk degisiminin absorbans degeri spektrofotometrik
olarak dlgiilmiistiir. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanilmis ve sonuglar mg
gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Ekstreler i¢in {i¢ tekrarli spektrofotometrik
tayin sonucunda elde edilen degerlerinin kiyaslamasi Sekil 5.5°de gosterilmistir. Test
edilen C. mucronifera ekstrelerinin arasinda metanollii ekstresi en yiliksek miktarda

(50,54 GAE mg /Qekstre) toplam fenol miktarina sahiptir.
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Sekil 5.5. C. mucronifera ekstrelerinin iktiva ettigi toplam fenoliklerin miktariari. CMHE: C.
mucronifera hekzanl ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre, CMSE: C. mucronifera sulu
ekstre

C. mucronifera ekstrelerinin toplam flavonoit miktari tayini icin AICl3 reaktifi
kullanilarak meydana gelen renk degisiminin absorbans degeri spektrofotometrik olarak
Ol¢tilmiistiir. Standart fenolik bilesik olarak kersetin kullanilmis ve sonuglar mg kersetine
esdeger olarak hesaplanmistir. Ekstreler i¢in {i¢ tekrarli spektrofotometrik Slgtimler
sonucunda elde edilen degerlerinin kiyaslamasi Sekil 5.6’da gosterilmistir. CMHE ekstre
icinde AlCls ile tepkimeye girecek bilesiklerin ¢ok az miktarda olmasi dolayisiyla dlciilen
absorbans degerleri negatif veya tutarsiz olarak elde edilmistir. Test edilen C.
mucronifera ekstrelerinin arasinda metanollii ekstresi en yiiksek miktarda (18,94

KEmMQ@/Qekstre) toplam flavonoit miktarina sahiptir.
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Sekil 5.6. C. mucronifera ekstrelerinin ihtiva ettigi toplam flavonoitlerin miktarliari. CMHE: C.
mucronifera hekzanli ekstre, CMME: C. mucronifera metanollii ekstre, CMSE: C. mucronifera sulu
ekstre
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5.4. Biyolojik Aktivite Arastirmalari
5.4.1. Antioksidan aktivite potansiyeli

C. mucronifera bitkisinin toprak tstii kisimlarina ait ugucu yag ve ekstrelerin
DPPH serbest radikalini siiptirme etkileri spektrofotometrik metotla analiz edilmistir.
Numunelerin yiizde inhibisyon degerleri standart antioksidan madde olan gallik asitle
karsilastirilmustir. Inhibisyon degerleri %50’den biiyiik olan numunelerin ICso degerleri
SigmaPlot programinda hesaplanmistir. Analiz sonucunda ugucu yag ve hekzanli
ekstrenin %50’den diisiik bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Test edilen numunelerin
arasinda CMME en yiiksek inhibisyon yiizdesi degerini (%84,20) gdstermistir. Ikinci
sirada CMSE (%83,52) ekstresi yer almistir. Test ekstrelerin ve standart antioksidan
maddelerin 1Cso degerleri kiyaslandiginda sulu ekstre askorbik aside yakin etki
gostermistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. C. mucronifera ekstrelerinin DPPH serbest radikali siiptirme etkileri

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin ABTS serbest radikalini siipiirme etkisi
Trolox’a esdeger olarak hesaplanmistir. Ugucu yag ve hekzanli ekstre icin bu test
sonucunda anlamlt ICsp degeri bulunamamistir, polar ekstreler ise dnemli derecede
aktivite gdstermistir. Ozellikle metanollii ekstre en yiiksek aktiviteyi gdstermistir (Sekil
5.8.).
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Sekil 5.8. C. mucronifera ekstrelerinin Trolox'a esdeger antioksidan kapasite degerleri

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan kapasitesi farkli model
reaksiyon sartlarinda da degerlendirilmistir. Bu dogrultuda numunelerin Cu(ll) iyon
indirgeme kapasitesi tayin edilmistir. Substrat olarak Cu(ll)-neokuproin kompleksi
kullanilmistir. Standart antioksidan madde olarak kullanilan Trolox’a gore kiyaslanan
ekstreler arasinda en yiiksek iyon indirgeme kapasitesini metanollii ekstre gostermistir

(Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. C. mucronifera ekstrelerinin Cu(ll) iyon indirgeme antioksidan kapasitesi

Kaynaklarda C. mucronifera tiirii iizerinde yapilan antioksidan c¢aligmalari
mevcuttur. Shoeb vd. (2007b) tarafindan yapilan ¢alismada C. mucronifera toprak tistii
kisimlarinin metanol ekstresi ve lignan bilesiklerinin antioksidan aktivitesi DPPH testi ile
arastirilmis ve ICso degerleri sirastyla 2,2x1072 ve 16,0102 mg/mL tespit edilmis olup

orta diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi degerlendirilmistir.
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Tepe vd. (2006) tarafindan yapilan arastirmada C. mucronifera bitkisinin toprak
iistli kisitmlariin metanollii ekstresi ile f-Karoten-linoleik asit inhibisyon testi ve DPPH
olarak iki farkli antioksidan aktivite ¢alismalar1 rapor edilmistir. Yapilan ¢alismada C.
mucronifera’nin DPPH serbest radikal siipiirme kapasitesi i¢in dl¢iilen ICso degeri 67,8
ug/mL ve B-karoten-linoleik asit inhibisyon yiizdesi 35,2 olarak tespit edilmistir.
Calismada degerlendirilen diger bitki ekstrelerine kiyasla en zayif C. mucronifera’nin
antioksidan aktivitesi tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar degerlendirildiginde, C.
mucronifera’nin metanollii ekstresinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir.

5.4.2. Anti-a-amilaz potansiyeli

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin antidiyabetik potansiyeli in vitro
sartlarda pankreatik a-amilaz enzimi inhibe etme etkisine gore tespit edilmistir.
Inhibisyon etkisi standart inhibitdr akarboz ile kiyaslama yapilarak degerlendirilmistir.
Numunelerin arasinda CMUY en yiiksek a-amilaz enzim inhibisyon etkisini gostermistir
(%34,14). Genel olarak, test edilen numuneler zayif inhibisyon etkisini (<%50)
sergiledigi nedeniyle ICso degerler saptanmamigtir. Numunelerin anti-amilaz etkilerinin

kiyaslamasi Sekil 5.10°da gosterilmigtir.

120,00

98,33
100,00

©
o
o
S

60,00

Inhibisyon, %

40,00 34,14

20,00 13,10

oo M

CMHE CMME CMSE CMUY Akarboz

4,65 -
B85 Ikely

Sekil 5.10. C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi inhibe etme etkileri

Kaynak taramasi sonucu C. mucronifera iizerinde daha once yapilan a-amilaz
enzim inhibisyonu c¢alismasma rastlanamamistir. Diger Centaurea tiirleri {izerinde

yapilan a-amilaz ¢alismalar1 incelendiginde, Zengin vd. (2019%) tarafindan yapilan
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calismada C. bornmuelleri Hausskn toprak {iistii kisimlarin etil asetat ekstresinin o-
amilaz enzim inhibe etme etkisi 19,90 mg/g akarboza esdeger olarak bildirilmistir.
Conforti vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, C. centaurium L. tiiriniin toprak tistii
kisimlarmin n-hekzan fraksiyonu en yiiksek a-amilaz inhibitor aktivitesi (ICso 158 mg
mL) gostermistir. Sen (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, C. pterocaula Trautv.
tiirtiniin toprak {istli kistmlariin ugucu yaginin a-amilaz enzim inhibisyonu incelenmistir.
Sonug olarak %50°nin iizerinde enzim inhibisyonu gostermis ve 1Cso degeri 79.66 png/mL
olarak bildirilmistir. Kaynak taramasi sonucu, UgUcu yag a-amilaz enzim inhibisyon
oldukga yiiksek tespit edilirken, n-hekzan fraksiyonu ve etil asetat ekstresi orta diizeyde

a-amilaz enzim inhibisyonu gosterdigi degerlendirilmistir.

5.4.3. Antiasetilkolinesteraz potansiyel

C. mucronifera bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin asetilkolinesteraz
enzimi inhibe etme etkisi Ellman metodu ile spektrofotometrik olarak saptanmuistir.
Ekstre ve ugucu yag icin oldukea diisiik degerler elde edilmistir. Genel olarak, ugucu yag
ve ekstrelerin test edilen 2,0-0,001 mg/mL konsantrasyon araliklarindaki ¢6zeltilerinin
enzimi inhibe etme etkisine sahip olmadigi tespit edilmistir. Numunelerin anti-

asetilkolinesteraz etkilerinin kiyaslamasi Sekil 5.11’da gosterilmistir.

90 83,7

80

70

60

50

40

30

20 10,7

10 0 321

0 (NARE B
CMHE CMME CMSE  CMUY Galantamin

Inibisyon, %

[y
N

25

D000

Sekil 5.11. C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin antikolinesteraz enzimi inhibe etme etkileri

Ozcan vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada C. hypoleuca DC cigeklerin etil
asetat ekstresinin asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme etkisi g ekstrede 2,6 mmol

galantamine esdeger olarak rapor edilmistir. Aktiimsek vd. (2013) tarafindan yapilan
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arastirmada ise C. polypodiifolia var. pseudobehen (Boiss.) Wagenitz metanollii ve sulu
ekstresinin asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme etkisi zayif (%24,54 ve 14,49) ve C.
antalyense H.Duman & A.Duran metanollii ekstresinin asetilkolinesteraz enzimini inhibe
etme etkisi zayif (%21,25) olarak degerlendirilmistir. Genel olarak kaynak taramasi
sonucu Centaurea tiirlerinin asetilkolinestereaz enzimini inhibe etme etkileri orta-zayif

olarak degerlendirilmistir.
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SONUC

Aragtirmada Sivas civarinda yetisen Centaurea mucronifera bitkisi tizerinde biyolojik
aktivite ve kimyasal kompozisyon aragtirmalari gergeklestirilmistir.

C. mucronifera toprak iistii kism1 ugucu yag profili gaz kromatografik teknikleri ile
incelenerek ana bilesikleri 1-izobutil 4-izopropil 3-izopropil-2,2-dimetil suksinat,
hekzadekanoik asit, 2-metil-2,2-dimetil-1-(2-hidroksi-1-metiletil)propil propanoat,
karyofillen oksit, 1,5-epoksi-salvial-4(14)-en ve spatulenol tespit edilmistir.
Cigeklerin sabit yag profilinde major bilesikler olarak doymus asitlerden
hekzadekanoik, nonadekanoik, ve stearik, doymamislardan ise linolenik ve linoleik
asitleri tespit edilmistir.

Polar ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerin major bilesikleri olarak kaffeoyilquinik asit,
ferulik, 5-kafeoyilquinik ve feruloyilquinik asitleri tespit edilmistir. Flavonoitler
grubundan ekstrelerde metil kersetin glukozit ve metil apigenin glukozit tespit
edilmistir.

C. mucronifera polar ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir. Bunun yani sira, polar ekstrelerin en yiiksek oranda toplam fenol ve
flavonoit miktari ihtiva ettigi tespit edilmistir.

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin zayif (%34,14 ve %4,65 arasinda) a-amilaz
enzimi inhibe etme potansiyeline sahip oldugu saptanmaistir.

C. mucronifera ugucu yag ve ekstrelerinin 2,0-0,001 mg/mL konsantrasyon
araliklarindaki ¢ozeltileri asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme etkisine sahip
degildir.

Tez kapsaminda C. mucronifera bitkisi tizerinde kapsamli fitokimyasal kompozisyonu
arastirmalar1 gergeklestirilmistir. Bitkinin ugucu yag ve ekstreleri tizerinde ilk anti-o.-

amilaz ve antiasetilkolinesteraz aktivite degerlendirilmeleri yapilmistir.
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