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Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM
Es Danisman: Dog. Dr. Ergin Murat ALTUNER

Tibbi bitkiler; alkaloidler, polifenoller ve ugucu yaglar gibi ikincil metabolit bilesikleri
iceriklerinden dolay1, giinimuzde sentetik ve kimyasal ilaclar igin uygun alternatifler
olarak tanimlanmistir. Bu c¢alismanin amaci, Kastamonu yoresinden toplanan
Asteraceae ailesine ait bazi bitki tiirlerinin ¢icek, yaprak ve gdévdelerinin [Onopordum
acanthium L., Carduus acanthoides L., Cirsium arvense (L.) Scop., Centaurea
solstitialis L.] aseton, etanol ve metanol Ozdtlerinin antioksidan, antimikrobiyal
aktivitelerinin yanisira, toplam fenolik bilesik ve flavonoid iceriklerini belirlemektir.
Turlerin serbest radikal giderici aktivite tayinleri DPPH metodu ile, toplam fenolik ve
flavonoid madde miktar tayinleri Folin—Ciocalteu ve Aluminyum Klorir Kolorometrik
metoduyla yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini ise Disk Difuzyon yontemi ile 5
farkli mikroorganizma (Staphylococcus aureus ATCC-25923, Bacillus subtilis ATCC-
6633, Escherichia coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Candida
albicans ATCC-10231) kullanilarak yapilmistir. DPPH y0Onteminden elde edilen
sonuclara gore, C. arvense yapraginin metanol 6ziti 366,5 ng/mL 1Csy degeri ile en
yiiksek radikal giderici etkiyi gostermistir. Toplam fenolik bilesik bakimindan 67,024-
90,305 mg/L degerleri ile bu tezde c¢aligilan diger tiim bitki kisimlarinin tim o6ziitleri
icinde C. acanthoides’in ¢icek oziitleri bakimindan en zengin bitki oldugu goriilmistiir.
Aym sekilde 82,562-185,437 mg/L araliginda gosterdigi flavonoid igerigi bakimindan
da en zengin bitki oldugu gosterilmistir. Disk Diflizyon yodnteminden elde edilen
sonuclara gore, O. acanthium yapragindan hazirlanan etanol 6ziitii B. subtilis Gremesini
yiiksek diizeyde inhibe etmistir. Ayrica, C. solstitialis yapragindan izole edilen etanol
0ztl B. subtilis Gremesini yiksek oranda inhibe etmistir. Ancak, C. albicans susuna
kars1 hig bir bitki 6ziitii etkili olamamis, inhibisyon zonu gézlenmemistir.

Temmuz 2013, 63 sayfa

Anahtar Kelimeler : Antioksidan aktivite, antimikrobiyal etki, Asteraceae, disk
diflizyon testi



ABSTRACT

MSc. Thesis

ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL EFFECTS OF EXTRACTS FROM SOME
ASTERACEAE SPECIES

Siiheda KOC

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM
Co Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ergin Murat ALTUNER

Today, medicinal plants have been identified as suitable alternatives to synthetic and
chemical drugs, since contain secondary metabolites such as polyphenolic compounds,
alkaloids and essential oils. The aim of this study was to investigate the antioxidant,
antimicrobial activities and total phenolic and flavonoid contents of methanol, ethanol
and acetone extracts from flowers, leaves and stems of four Asteraceae family species [
Carduus acanthoides (L.) Scop., Centaurea solstitialis L., Cirsium arvense L.,
Onopordum acanthium L. ], which were collected from Kastamonu region. Free radical
scavenging activities and total phenolic and flavonoid contents of the plant samples
were assayed by DPPH, Folin-Ciocalteu and Aluminum Chloride Colorimetric methods.
The antimicrobial activity was determined by the Disc Diffusion method against five
microbial species (Staphylococcus aureus ATCC-25923, Bacillus subtilis ATCC-6633,
Escherichia coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Candida
albicans ATCC-10231). According to the results of DPPH radical scavenging assay, the
methanol extract of C. arvense leaves showed the strongest antioxidant activity with
I1C50=366,5 ng/mL value. With 67,024-90,305 mg/L of total phenolic compounds, the
flower extracts of C. acanthoides is found to be the richest in terms of total phenolic
compounds among other plant extracts studied in this thesis. Similarly, with 82,562-
185,437 mg/L of flavonoid content, it is also demonstrated as the richest in terms of
flavonoid contents. According to the results of the disk diffusion method, ethanol
extract of O. acanthium leaves highly inhibited the growth of B. subtilis. Also, the
ethanol extract of C. solstitalis leaves was found to inhibit the growth of B. Subtilis
significantly. However, none of the extracts show any inhibition activity against C.
albicans.

July 2013, 63 pages

Key Words : Antioxidant activity, antimicrobial effects, Asteraceae, disc diffusion
assay



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢aligmam boyunca bana arastirma olanagi saglayan, yardimlarini,
bilgisini ve tecriibelerini esirgemeyen, fikirleriyle beni yonlendiren degerli danisman
hocam Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM’a (Ankara Universitesi, Molekiler Biyoloji
Anabilim Dal1) en icten saygi ve siikranlarimi sunarim. Sen kahkahalariniz hi¢ eksik
olmasin sayin hocam...

Calisilan bitkilerin toplanmasinda ve antimikrobiyal aktivite analizleri sirasinda
yardimlarini, bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, dinamik ve 1liman tavriyla
kilometrelerce 6teden de olsa sorularima usanmadan yanit veren es danigsman hocam
saym Dog. Dr. Ergin Murat ALTUNER (Kastamonu Universitesi, Biyoloji Anabilim
Dal1)’e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda Ozutleme ve antioksidan aktivite tayini asamalarinda laboratuvarinin
kapilarini1 sonuna kadar agarak, tiim algcak goniilliiligli ve 6zverisiyle, pozitif enerjisi,
tecriibeleriyle, bana kattig1 laboratuvar disipliniyle hep destek olan saym Yrd. Dog. Dr.
Sultan Belgin ISGOR (Atilim Universitesi, Kimya Miihendisligi ve Uygulamali Kimya
Bolumu) hocama tesekkuru bir borg bilirim. Antioksidan ¢alismalarim sirasinda
goniilden destegi, 0zverisi, sabri, essiz deney tecriibeleri ve laboratuvar disipliniyle
beni gelistiren, pratik fikirlerin azizesi sayin Dog. Dr. Yasemin Giilgiin ISGOR (Ankara
Universitesi, SHMY) hocama da en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Yine antimikrobiyal aktivite analizleri sirasinda laboratuvarinin kapisini agan degerli
hocam Prof. Dr. Goénil DONMEZ’e ve ekibine, calismam sirasinda kullanilan
mikroorganizmalar1 edinmemizi saglayan A.U.E.F. Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’'ndan saymn hocam  Prof. Dr. Nurten ALTANLAR’a, calistigim bitkilerin
toplanmasinda yardime1 olan Yrd. Dog. Dr. Talip CETER (Kastamonu Universitesi,
Biyoloji Bolimi) ve bitkilerin teshisini yapan Yrd. Dog. Dr. Kerim GUNEY
(Kastamonu Universitesi, Biyoloji B6limii) hocama tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tiim tez ¢alismam boyunca yardimini, emegini esirgemeyen, yaptigi ise gonliinii koyan,
calismalarimin her agamasinda yanimda olan, ayni kiiltiirden, milletten, irktan olmaktan
cok Ote degerlerin varligin1 defalarca bana gosteren sevgili arkadasim Yiiksek Biyolog
Naznoosh SHOMALI MOGHADDAM’a igtenlikle tesekkiir ediyorum. Dayanisma
igerisinde, eglenmeyi de bilen, ¢alismaya uygun huzurlu bir laboratuvar ortami yaratan
tiim laboratuvar arkadaslarima bu huzur ve giiven ortami i¢in tesekkiir ediyorum.

Dogdugum giinden beri hayatta kendime bir yer acip kendi ayaklarimin {izerinde
ilerleyebilmem ve her insanin 6ziinde tek amaci olan mutlu bir yasama benim de sahip
olmam i¢in maddi ve manevi her tiirlii fedakarlig1 gosterip destek olan, insanliga faydali
bir birey olmam igin yetistiren degerli annem-babam Fikriye ve Hiseyin KOC’a,
ablalarim Selale AKKAYA, Sule KOC ve abim Caglar KOC’a sonsuz tesekkir ve
siikranlarimi1 sunuyorum. lyi ki ailem sizlersiniz...

Stiheda KOC
Ankara, Temmuz 2013
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1. GIRIS

Yerytziunde 750.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tiriintin oldugu diistiniilmektedir. Bu
bitki tdrlerinin % 1-10’u kadarmin ise insanlar ve diger hayvanlar tarafindan besin
olarak kullanildig1 tahmin edilmektedir. Fakat bu orandan ¢ok daha fazlasinin tibbi
amagli kullanildigi bilinmektedir (Baytop 1999, Cowan 1999).

Bitkiler, antik caglardan gunumize kadar gesitli sekillerde hastaliklara karsi
kullanilmigtir. Modern il&¢larin % 50’den fazlasinin dogal iiriin kokenli olmasi, bu
durumun gunumiizde etkin bir sekilde devam ettigini gostermektedir. Ornegin
gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’1 saglik gereksinimi igin dncelikle geleneksel
tibbi bitkilere bagvurmaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan Ulkelerde
yasadig1 disiiniildiigiinde, toplam dinya niifusunun % 64°Uniin bitkilere tedavi amacgh
basvurduklar1 anlagilmaktadir. Gelismis tilkelerde ise regete ile satilan ilaglarin yaklasik
% 25’1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Principe 1991, Babaoglu vd. 2002). Dinya
genelinde diger alternatif tibbi tedaviler kadar, bitki ekstraktlarinin kullanimi 1990°1larin
sonlarinda, artis gostermeye baslamistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde bitkisel ilag
satig1 sadece 1995’ten 1996’ya kadar olan bir siirecte % 37 artmistir (Cowan 1999).
Avrupa Birligi Uye ulkelerindeki bazi arastirma sonuglarina gore ise yaklasik olarak
1400 adet bitkisel preparatin 6zellikle Almanya, Fransa, Belgika ve Hollanda’da temel
saglik hizmetlerinde kullanildig: bildirilmistir (Hoareau ve Da Silva 1999).

1940’larda antibiyotiklerin ortaya cikisindan sonra bitkisel ekstraktlarin antibiyotik
olarak kullaniminda diisiis gozlenmistir (Cowan 1999). Oysa tip otoriteleri,
antibiyotiklerin infeksiyon hastaliklarin1 tamamen bitirecegine inanmaktaydi. Ancak
antibiyotik kullanim1 diinya genelinde arttik¢a, bakterilerin antimikrobiyal ajanlara karsi
gosterdikleri direng de tiim diinyada artig gostermeye baslamistir. Direng mekanizmalari
g6z Oniine alinarak gelistirilen her yeni ilaca karsi bakteriler de kisa siirede direng
kazanmayr  basarmaktadir.  Antimikrobiyallere karsi  direng kazanan bazi

mikroorganizma tiirleri sunlardir: E. coli, Proteus sp., P. aeruginosa, Shigella



dysenteriae, Salmonella enteritidis, Salmonella typi, S. aureus, Streptococcus faecalis
ve C. albicans (Barbour vd. 2004).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde antimikrobiyal maddelerin yaygm ve kontrolsiiz
kullanimi, direngli suslarin lehine bir seleksiyon olusturmustur (Akalin 1994).
Antibiyotiklere karst mikroorganizmalarin ¢oklu direng gelistirmesi ve bu
mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisindeki basarisizliklar,
alternatif yeni antimikrobiyal kaynak arayisina neden olmustur. Antibiyotiklerin
kullanim: ile ilgili problemlerin ortaya ¢ikmasimin sonucu olarak, antimikrobiyal
Ozelliklere sahip bitkilere olan ilgi yeniden canlanmaktadir (Emor ve Gaynes 1993,
Pannuti ve Grinbaum 1995). Baytop’a (1999) gore; tibbi bitkilere olan ilginin bu denli

artmasinin baglica sebepleri 6zetle sunlardir,

1- Yeterli kimya endiistrisine sahip olmayan kalkinma yolundaki iilkelerin bu bitkileri
kullanarak olumlu sonuglar almalari,

2- Tedavide kullanilan sentetik bilesiklerden bazilarinin yan etkilerinin bulunmasi,

3- Bazi ilag etken maddelerinin bitkisel droglardan sentetik olanlara gore daha ucuza
elde edilmelert,

4- Bitkisel droglarin birkag etkiye birden sahip olmalar1 ve

5- Enfeksiyon hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin direng gelistirmesi.

Tim bu gibi sebeplerden dolay: bilim adamlari son yillarda bitki tiirlerinden izole edilen
ve patojenik mikroorganizmalar1 yok etme &zelligine sahip, biyolojik yonden aktif

bilesenlerle ilgilenmektedirler.

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda bulunan ve ikincil metabolit olarak
adlandirilan kimyasallardan kaynaklanmaktadir (Philipson 1990). In vitro kosullarda
yapilmis pek ¢ok calismada bitkilerden elde edilen ozitlerin ve bu 06zitlerden
saflagtirilan bilesiklerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ¢ok sayida arastirmact
tarafindan rapor edilmistir (Pacheco vd. 1993, Ratnakar ve Murthy 1995, Saxena ve
Sharma 1999, Djipa vd. 2000, Loy vd. 2001, Medeiros vd. 2003, Okeke vd. 2001, Rios
ve Recio 2005, Canales vd. 2007, Sibanda ve Okoh 2007).



Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin yani1 sira antioksidan oOzellikleri ile de
ilgilenilmektedir. Oksidatif metabolizma sonucunda, hiicrede serbest oksijen radikalleri
olusmaktadir. Serbest radikaller reaktif oksijen tlrevleridir ve lipid peroksidasyonu,
DNA hasar1, protein ve karbonhidratlarin oksidasyonuna yol agacak hiicresel yaslanma,
kanser ve hatta hiicre 6limune neden olabilmektedirler. Bununla birlikte hucreler reaktif
oksijen turlerini ortadan kaldiracak cesitli mekanizmalara sahiptirler. Ancak bu
savunma mekanizmalar: yetersiz kaldigi zamanlarda; oksidatif stres canli bunyesinde
kanser, inflamasyon, romatoid artrit gibi cesitli hastaliklara zemin hazirlayabilmektedir
(Mantle vd. 1998, Eryilmaz 2001).

Giliniimiizde besin endiistrisinde ticari olarak kullanilan gesitli sentetik antioksidan
maddeler mevcuttur. Ancak bu sentetik antioksidanlarin olumsuz saglik sorunlarini
tetikleyecegine dair bir takim bilgiler bulunmaktadir (Koleva vd. 2002). Sentetik
antioksidanlarin saglik Uzerindeki olumsuz etkilerinden dolayr kullanimlarinin
azaltilmasina yonelik egilim, dogal maddelerin antioksidan 6zelliklerinin arastirilmasina
yonelik in vitro ¢alismalarin artmasina ve bu bakimdan bitkilerin odak noktasi olmasina
neden olmustur (Ozcan 1999, Eryilmaz 2001, Exarchou vd. 2002, Dorman vd. 2003,
Dorman ve Hiltunen 2004, Miliauskas vd. 2004, Sarigoban ve Ozcan 2004, Sahin vd.
2004, Tepe vd. 2004, 2005, 2006, 2007, Capecka vd. 2005, Kosar vd. 2005, Skerget vd.
2005, Erdemoglu vd. 2006, Harput vd. 2006, Eminagaoglu vd. 2007).

Buglin, Tirkiye florasinda tanimlanmig tohumlu bitki tiirii sayis1 gunimuzde
Avrupa’daki 12500 tiir sayisina yakin ve 10000 civarindadir. Tir ve tiir alti takson
sayist ise 12000°e ulasmustir (Ozhatay vd. 2009, Atik vd. 2010). Tirkiye sahip oldugu
tirlerin %34°1 (3925) endemiktir (Atik vd. 2010). Bu bitkilerin yaklagik 1000 tiirii ilag
ve baharat olarak kullanilmaktadir, halbuki bir c¢ogunun tibbi 06zellikleri
kesfedilmemistir. Tiirkiye’de tibbi bitkiler, g¢ogunlukla; Asteraceae, Fabaceae,
Resedaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Zygophyllaceae, Brassicaceae, Rosaceae ve
Euphorbiaceae ailelerinde yer almaktadir (Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010, Cakilcioglu
vd. 2011).



Bu bilgiler dogrultusunda planladigimiz c¢alismada, Asteraceae familyasina ait dort
farkli tirin cicek, yaprak ve govde kisimlarindan 3 farkli ¢ozgenle elde edilen
Ozltlerinin Disk Difuzyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerine genel bir bakis
saglanmasi, fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu, flavonoid igerikleri Aliminyum
Klorir Kolorimetrik Yontemi ile belirlenmesi, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

Yontemi ile de toplam antioksidan etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Tez Cahsmas1 Kapsaminda Incelenen Onopordum acanthium L., Carduus
acanthoides L., Cirsium arvense (L.) Scop. ve Centaurea solstitialis L.
Turlerinin Sistematik ve Biyolojik Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) familyasi, yaklasik 1100 cins ve 20.000 tirle, diinyada en
fazla tird olan familyadir. Asteraceae familyasinin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 130
cins ve 1130 tdrd bulunmaktadir (Grierson 1975). Diinyada ve Anadolu’da genis
yayihim gosteren Asteraceae familyasina ait birgok tirin farmakolojik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki bitkiler, diterpenler ve flavonoidlerin yanisira
agirhikli olarak antibakteriyal, antifungal, antihelmintik, antienflamatuar, insektisit,
antitimor gibi pekgok biyolojik aktiviteye sahip seskiterpen laktonlar igerirler (Picman
1986, Shing vd. 2002, Ertiirk 2003).

Tez calismamda Asteraceae (Compositae) familyasinin bu 6zellikleri goz Oniine
alinarak secilmis Onopordum acanthium L., Carduus acanthoides L., Cirsium arvense

(L.) Scop. ve Centaurea solstitialis L. bitkileri ¢aligiimistir.

2.1.1 Onopordum acanthium L.

Onopordum acanthium L., Asteraceae familyasina ve Onopordum cinsine ait olan ve iki
yillik otsu bir bitki tiiriidiir (Sekil 2.1 ). Halk arasinda Galagan ya da Kalagan (Ercis-
Van) olarak taninan O. acanthium L.’un; kayalik yamag, ¢agillik, temizlenmis orman,
yolkenar1 ve tarlalar (yaramaz ot) dogal habitatidir. Genel olarak Orta Asya, Bati
Avrupa, Kuzey Amerika’da dagilim gostermektedir. Tiirkiye’de ise Dogu Anadolu,

Kuzey Anadolu, Guney Bati1 Anadolu’da bulunmaktadir (www.turkherb.ibu.edu.tr).

Onopordum cinsine ait bazi bitkiler halk arasinda tedavi amagli kullanilmaktadir. O.
acanthium’un gigekli dallar1 diiiretik, antipiretik olarak, kokleri ise yine dilretik,

antipiretik, karin agris1 giderici ve istah acici olarak kullanilmaktadir (Baytop 1999,


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/

Ugur vd. 2011). Birkag turuntin de antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin oldugu
gosterilmistir (Barbour 2004, Montoro 2005).

Sekil 2.1 Onopordum acanthium L. ( http://turkherb.ibu.edu.tr)

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass : Asteridae

Order: Asterales

Family: Asteraceae

Genus: Onopordum

Species: Onopordum acanthium L.



—

Sekil 2.2 Onopordum acanthium L. bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alanlari; Istanbul,
Igdir, Hakkari, Mardin, Kastamonu, Agri, Ankara, Artvin, Diyarbakir,
Erzurum, Giimiishane, Isparta, Van ( http://turkherb.ibu.edu.tr)

2.1.2 Carduus acanthoides L.

Carduus acanthoides L., Asteraceae familyasina ve Carduus cinsine ait olan iki yillik
otsu bir bitki tirtidir (Sekil 2.3). Halk arasinda esek dikeni olarak taninan C.
acanthoides L. ; tarla kenari, yolkenari, killi alan ve cakillik alanlar dogal habitatidur.
Genel olarak Avrupa’da dagilim gostermektedir. Tirkiye’de ise Kuzey Bati Anadolu ve
Orta Anadolu cevresinde dagilim gostermektedir. (www.turkherb.ibu.edu.tr)

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida
Subclass : Asteridae

Order: Asterales

Family: Asteraceae

Genus: Carduus

Species: Carduus acanthoides L.


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/

Sekil 2.3 Carduus acanthoides L. (www.turkherb.ibu.edu.tr)
(www.dnr.stat.ilus/stewardship)

el

Sekil 2.4 Carduus acanthoides L. bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alanlari; Istanbul,
Bolu, Cankir1, Kirklareli, Kiitahya (www.turkherb.ibu.edu.tr)

2.1.3 Cirsium arvense (L.) Scop.

Cirsium arvense (L.) Scop., Asteraceae familyasina ve Cirsium cinsine ait olan, ¢ok
yillk otsu bir bitki tiriadir (Sekil 2.5). Halk arasinda koOy goégerten
(http://tr.wikipedia.org) olarak taninan C. arvense; yolkenarlari, dere kiyilar1, hendekler,
otlaklar, ekili alanlar, bugday ve musir tarlalar1 ve cay ekim alanlarinda dogal

habitatidir. Genel olarak Avrupa, Kafkasya, iran, Afganistan, Kuzey Asya, Kuzey


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
http://www.dnr.stat.ilus/stewardship
http://www.turkherb.ibu.edu.tr/

Amerika’da dagilim gostermektedir. Tiirkiye’nin ise kuzeyinde, kuzey batisinda ve
Dogu Anadolu’da bulunmaktadir (Sekil 2.6) (www.turkherb.ibu.edu.tr).

C. arvense bitkisi Polonya’da halk arasinda diiiretik, hemostatik, anti-inflamatuar ve
kanamalar1 durdurucu tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir (Ozorawski ve Jaroniewski
1989, Nazaruk 2008). Diinya’nin bazi kesimlerinde de C. arvense yapraklarinin
suyunun, vyaralara boélgesel olarak uygulanarak iyilestirici etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Raven ve Edwards 2001, Zouhar 2001, Khan 2011).

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass : Asteridae

Order : Asterales

Family : Asteraceae

Genus : Cirsium

Species : Cirsium arvense (L.) Scop.

Sekil 2.5 Cirsium arvense (L.) Scop. (www.discoverlife.org, www.commanster.eu)



http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
http://www.discoverlife.org/

—

Sekil 2.6 Cirsium arvense (L.) Scop. bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alanlari: Bolu,
Istanbul, Igdir, Kars, Artvin, Edirne, Giresun, Samsun
(www.turkherb.ibu.edu.tr)

2.1.4 Centaurea solstitialis L.

Centaurea solstitialis L., Asteraceae familyasina ve Centaurea cinsine ait olan, tek
yillik otsu bir bitki tiriidiir (Sekil 2.7). Halk arasinda Sar1 Peygamber Dikeni ya da
Zerdali dikeni olarak taninan C. solstitialis; ¢cam ormanlari, kurak yamaclar, nadas
tarlalar1 ve bos alanlarda yetismektedir. Genel olarak Giiney Avrupa, Giiney Rusya,
Kirim, Kafkasya, Liibnan, Iran, Amerika, Bati ve Orta Avrupa’da dagilim

gostermektedir. Tirkiye’de ise genel bir yayilima sahiptir (Wwww.turkherb.ibu.edu.tr)

(Sekil 2). Centaurea cinsinde yer alan bazi bitki tiirleri de halk arasinda Peygamber
Cicegi, Coban Kaldiran, Ac1 Siiplrge ve Timur Dikeni gibi isimler ile taninmaktadir
(Arif vd. 2004, Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010, Cakilcioglu vd. 2011).

Centaurea cinsinin baz tiirlerinin toprak iistii kisimlar1 diinya ¢apinda geleneksel ilag
olarak kullanilmaktadir. Antidiyabetik, antidiyaretik, antiromatizmal, anti-inflamatuar,
antipiretik, analjezik, safra soktlrlcu, sindirime yardimci, karin agris1 giderici, ditiretik,
spazm giderici, kanama durdurucu, sitotoksik, diisilk tansiyon rahatsizligi ve
antibakteriyal olarak kullanimlarinin oldugu bilinmektedir (Kaij-A-Kamb vd. 1992,
Farrag vd. 1993, Barrero vd. 1997, Orallo vd. 1998, Akkol vd. 2009, Koca vd. 2009)
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Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida
Subclass: Asteridae

Order: Asterales

Family: Asteraceae

Genus: Centaurea

Species: Centaurea solstitialis L.

Sekil 2.7 Centaurea solstitialis L. (http://swbiodiversity.org)
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http://swbiodiversity.org/seinet/imagelib/imgdetails.php?imgid=19263

—

Sekil 2.8 Centaurea solstitialis L. bitkisinin Tirkiye’deki yayilis alanlari: Adana, Bolu,
Istanbul, Hakkari, Mardin, Karabiik, Bitlis, Afyonkarahisar, Amasya, Ankara,
Antalya, Balikesir, Denizli, Erzurum, Giimiishane, izmir, Kayseri, Kirklareli,
Kocaeli, Konya, Mus, Nigde, Sivas (www.turkherb.ibu.edu.tr)Asteraceae

familyasinda bulunan bitkilerin birgogu tibbi ve biyolojik aktiviteye sahiptirler.
Centaurea cinsinde yer alan bir¢ok bitki tiirliniin yillardan beri geleneksel tipta ¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi belgelenmistir. Bu cinste yer alan bir ¢ok bitki
tirii halk arasinda antidiyabetik, antidiyaretik, antiromatizmal, antienflamatuvar,
didiretik, adet soktirtict, hipotensif, sitotoksik ve antibakteriyal olarak kullanilmaktadir
(Arif vd. 2004, Koca vd. 2009).

2.2 Bitkilerin ikincil Metabolitleri

Bitkiler, birincil metabolitlerinin aksine besin ve enerji saglama gibi yasamsal deger
tasimayan ve bitki biiyiime, gelisiminde dogrudan gorev almayan organik maddeler
uretmektedirler. Bu maddeler “ikincil metabolitler” olarak isimlendirilmekte ve ikincil

metabolizma siireci sonucunda tretilmektedirler (S6kmen ve Girel 2001).

Ikincil metabolitler, bitki hiicresinin yapisinda bulunan ve canliligin saglanmasinda
temel goreve sahip karbonhidrat, lipid, protein ve niikleik asit gibi birincil metabolizma
Uriinlerinden  farklilik  gostermektedirler  (Briskin  2000). ikincil metabolitler

fitokimyasallar olarak da adlandirilmaktadir (Huang 2009). 11k kesfedildiklerinde bugiin
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ki kadar 6nemli olduklar1 diisiiniilmemistir. ikincil metabolitler, kimyasal yapilarinin ve
cesitliliginin bilinmesine ragmen bir¢cok botanik¢i tarafindan, bitkiler i¢in dnemsiz ve

hatta atik metabolitler olarak kabul edilmekteydiler (Hartmann 1996).

Basta organik kimyacilar olmak iizere birgok branstan bilim insani, 1850’lerden beri bu
urinlerin kimyasal 6zelliklerini arastirmis ve yeni fitokimyasal Grunleri gunimizde
ayristirma tekniklerinin daha ¢ok gelismesi ile aragtirmalarini ilerletmektedir. Bu
caligmalar sonucunda ikincil metabolitlerin bitki yapisindaki ekolojik islevi de
aydinlatilmaya baslanmis ve bu kimyasallarin bitkinin ¢evresiyle olan etkilesiminde
onemli rolleri oldugu saptanmistir. GUnimuzde ikincil metabolitlerin bitkiyi herbivor ve
patojen saldirilarina karsi korudugu, allelopatide aktif rol oynadigi ve palinatorleri

cezbetmede 6nemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir (Babaoglu 2002).

Organik kimya alanindaki gelismelerle sanayide boya, zamk, tutkal, parfumeri,
tatlandirici ve polimer alanlarinda kullanilmasi, onlar1 endistriyel alanda da 6nemli
kilmaktadir. Ikincil metabolitler Gzerinde yapilan calismalar sonucunda biyolojik
etkilerinin aydinlatilmasiyla bu kimyasallar bugin herbisit, insektisit, ila¢ ve alternatif
antibiyotik ajan arasgtirmalarinin  konusunu olusturmaktadir (Buchanan 2000).
Bitkilerden elde edilen bu dogal Uriinlerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi bu
alanla ilgili pek cok calismaya 1sik tutmaktadir. Etnofarmakolojik arastirmalarin
sonuglarma gore, bitkilerden elde edilen o6zitlerin cesitli biyolojik aktiviteler ile

antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konmaktadir.

Ikincil metabolitler; fenolik bilesikler, alkaloidler, terpenoidler, ugucu yaglar, glikozitler

ve polisakkaritler olarak siniflandirilmiglardir (Lokova vd. 2001).

2.2.1 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla aromatik halka igeren ve bir veya daha fazla
hidroksil (-OH) grup igeren bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde en fazla bulunan

ikincil metabolitler olarak, genellikle bitkilerin meyve, yaprak, tohum, cicek, kok ve
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govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenmektedirler. Bugine kadar 8.000’den fazla
fenolik bilesik ve tiirevleri tamimlanmistir. Bu bilesikler; fenolik asitler, flavonoidler,
tanenler, stilbenler, kumarinler, lignanlar, kuinonlar ve kurkuminoidler olarak
siniflandirilmaktadir (Fresco vd. 2006, Huang vd. 2009).

Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin en dnemli liyesi olarak taninip, yapisal 6zelliklerine
gore iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.9). Birinci grupta yer alan bilesiklerin kimyasal
yapilarinda hidroksi benzoik asit grubu bulunmaktadir. Gallik asit bu grubun 6nemli
iiyelerindendir (Sekil 2.9). Gallik asit tibbi bitkilerin kimyasal yapilarinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Ornegin, Barringtonia racemosa, Cornus officinalis, Cassia auriculata,
Polygonum aviculare, Punica granatum, Rheum officinale, Rhus chinensis, Sanguisorba
officinalis ve Terminalia chebula’da veya giinlik diyette kullanilan baharatlarda
ornegin, karanfilde ve kekikte yilksek miktarda bulunmaktadir. Ikinci grubun iiyeleri
ise, hidroksi sinamik asit grubunu icermektedirler (Sekil 2.9). Kafeik asit ve kumarik
asit bu grubun onemli bilesiklerindendir. Bu bilesikler, genel olarak tibbi bitkilerde,
baharatlarda, meyve ve sebzelerde bulunmaktadir (Cai vd. 2004, Huang vd. 2009).
Kirmizi meyveler 6rnegin; yaban mersini, bogiirtlen, cilek, ahududu, kiraz ve kusiizimu
yiksek miktarda kafeik asit ve kumarik asit bilesiklerini icermektedir (Jakobek vd.
2007, Huang vd. 2009).

Ry
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Hz
R{=H, R3=H: p-coumaric acld
Ki=H, R;=0H: caffelc acid

R=H, R;=0CH;: ferulic acid
R=0CH3, R;=0CHs3;: sinaplc acid

R;=H, R;=H: p-hydroxybenzolc acld
R;=H, R;=0H: protocatechule acld
Ry=0H, R;=0H: gallic acid
Ry=0CH;, R;=H: vanillic acid
R=0CH;. R,=0CH;: syringic acid

Sekil 2.9 Fenolik asitler, yapisal 6zelliklerine gore iki gruba ayrilmaktadir

14



Flavonoidler cesitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar1 arasinda olan, fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkilerde tat, koku ve renk
gibi ozelliklerin olusumuna neden olmaktadir. Bu bilesiklerin temel yapisi 2 tane
aromatik fenil benzo piren halkasindan olugsmaktadir. Bu aromatik halkalar 3 karbon
iceren bir zincir ile birbirleriyle baglant1 kurmaktadir (Cai vd. 2004, Huang vd. 2009).
Flavonoidler iskelet yapilarinin farkli olmasindan dolay1; flavonlara, flavononlara,
flavanonollara, flavanollara, antosiyaninlere, izoflavonoidlere ve biflavonoidlere
ayrilmaktadirlar (Cai vd. 2004, 2006, (Sekil 2.10 Huang vd. 2009).
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Sekil 2.10 Flavonoidler iskelet yapilarinin farklilik gosterir

Luteolin, apigenin, krisin flavonlarin en 6nemli bilesikleri olarak taninip, Asteraceae ve
Lamiaceae familyasinda yer alan bitkilerin yapilarinda bulunmaktadir. Ayrica flavonlar,
maydonoz, kekik, kiraz, ¢ay, zeytin ve brokolide bulunmaktadir (Ren vd. 2003, Fresco
vd. 2006, Huang vd. 2009). Kuersetin, kaempferol, mirisetin, morin ve galangin
flavonol grubunda yer almaktadir (Sekil 2.11). Flavonoller sogan, kiraz, elma, brokoli,
lahana, patates, dut, cay, kirmizi sarap ve kimyonda bulunmaktadir. Ayrica, flavonoller

antikanser etki gosteren tibbi bitkilerde 6rnegin; Sophora japonica ve Rosa chinensis’in
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ciceklerinde ve Crataegus pinnatifida’nin meyvesinde bulunmaktadir (Cai vd. 2004,
Shan vd. 2005, Huang vd. 2009). Flavanonlara Ornek naringenin ve hespertin
verilmektedir. Flavanonlar genel olarak tziimde sentezlenmektedirler. Flavanollerin
onemli Gyelerinden katecin ve epikatecin olup, ¢ay, elma, dut ve kokada bulunmaktadir
(Cai vd. 2004, Shan vd. 2005, Huang vd. 2009). Siyanidin, delfinidin ve malvidin
antosiyaninlerin 6nemli bilesiklerinden olup, tiziim, dut, kirmizi lahana ve misirda

sentezlenmektedir (Cai vd. 2004, 2006, Huang vd. 2009).
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R;=H. R;=H, R;=H. R,=H: galangin OH o
R;=H. R,=H, R;=0H, R;=H: kaempferol Ry=H, Ry=H, R;=H: chrysin
Ry;=H., R;=0H, R3=0H, R4=H: quercetin R=H. Ry=H. R;=0H: apigenin
R;=0H. R;=H. R;=0H. R;=H: morin R;=H, R,=0H, Ry=0H: luteolin
Ri=H. R;=0H. R;=0H. R4=0H: myricetin R;=0H, R;=H. R3=H: baicalein

Sekil 2.11 Flavonollere baz1 6rnekler

Flavonoidler dogada genellikle serbest, glikozit ve bazen aglikonlar halinde
bulunmaktadirlar (Hollman ve Katan 2000, Huang vd. 2009). Flavonoidler genellikle
bir veya daha fazla seker bilesigi ile —OH grubu veya karbon — karbon baglar ile
baglanip, O — glikozitler ve C — glikozit bilesiklerini olusturmaktadirlar (Cai vd. 2006,
Fresco vd. 2006, Huang vd. 2009).

2.3 Serbest Radikaller

Atomlardaki elektronlar orbitaller olarak bilinen enerji seviyelerinde bulunmaktadir.

Her bir orbital zit yonde hareket eden 2 adet elektron tutabilir ve atom ancak bu sekilde
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stabilitesini koruyabilmektedir. Ancak atom veya molekil dis yoriingesinde bir veya
daha fazla ciftlesmemis elektron igeriyorsa bu durumda radikal adini almaktadir.
Yapisinda bulunan giftlesmemis elektron veya elektronlar molekiiliin - Kimyasal
aktivitesini degistirmektedir. Bu serbest radikaller hicre harabiyetine neden olan
etkenlerin baginda yer almaktadir. Serbest radikaller bir dizi reaksiyon sonucunda aktif
radikallere doniiserek; doku hasari, organ fonksiyonunun bozulmasi ve radikal hasarina

bagl hiicre 6limlerine neden olabilmektedirler (Eryilmaz 2001, Halliwell vd. 1989).

Ciftlenmemis elektron serbest radikallere buyiik bir reaktiflik kazandirarak hiicrelerdeki
lipit, protein, karbohidratlar, DNA, nikleotid koenzimler gibi biyolojik materyallerle
reaksiyona girerek zincir reaksiyonlara yol agmaktadir. Bu reaksiyonlar, hicre
bilesiklerin bozulmasina, hiicre fonksiyon kaybmna ve onugta da hastaliklara sebep
olmaktadir (Diplock 1998, Koca ve Karadeniz 2003).

Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, cevre Kkirleticileri, radyasyon, sigara,
pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi bir ¢cok etmen oksijen

tlrevi serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir.

Serbest radikaller iki ana gruba ayrilabilir;

1.ROT (Reaktif Oksijen Tirevleri)
2.RNT (Reaktif Nitrojen Turevleri)

ROT grubu birgok radikal olan ve olmayan grubu icermektedir. Siperoksit anyonu
(O2), Hidroksil radikali (OH'), peroksil radikali (RO ), Hidroperoksil radikali (HRO; ),
Hipoklorit anyonu (CIO) gibi radikaller ve Hidrojen peroksit (H,0, ), Hipoklorik asit
(HOCI) gibi radikal olmayan veya noétral bilesikler drnek olarak verilebilir. RNT
grubuna ise Nitrikoksit (NO), Nitrojen dioksit (NO,) gibi serbest radikaller ve
Peroksinitrit (ONOO)), alkil peroksinirat (RONOO) gibi radikal olmayan molekiiller
ornek verilebilir (Maritim vd. 2003).
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2.4 Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” denmektedir.
Antioksidanlar ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin vicutta baz1 savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri olarak adlandirilmaktadir. Antioksidan molekiller eksojen ve endojen
kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekdllerin neden oldugu hasari hem hicre ici

hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirmektedirler.

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirmektedirler;

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlart daha zayif yeni bir molekiile dontistiirerek.
Antioksidan enzimler (superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve
katalaz, glutatyon rediiktaz, S-transferaz, sitokrom oksidaz gibi) ve mikromolekiller bu
yolla etki eder.

2. Sondurme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive ederek.
Vitaminler (C ve E vitamini gibi), flavonoidler, polifenoller, timetazidin ve mannitol bu
sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
mineraller oksidanlar1 kendilerine baglayarak ve inaktive ederek.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onararak (Halliwell
1995, Eryilmaz 2001, Gokpinar vd. 2006).

Oksidatif hastaliklarin tedavisinde dogal antioksidanlar en 6nemli kaynak olarak
gosterilmektedir (Halliwell vd. 1992).

Sentetik antioksidan maddelerin olumsuz etkilerinden dolayr dogal kaynakh
antioksidanlar ilgi odagi olmustur. Bitkilerden izole edilen fenoller (flavonoid,
tokoferol), azotlu bilesikler (alkaloid, aminoasit ve aminler), karotenoidler ve askorbik
asit dogal kokenli antioksidanlar olarak kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin
kanser vb. gibi gesitli hastaliklari tetikleyebilecegi siiphesinden dolayi, bitkiler alternatif

antioksidan madde arastirmalari i¢in 6nemli birer kaynak olmustur (Velioglu vd. 1998).
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Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar (Rice-Evans
vd. 1997). En yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit

tirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir.

Fenolik dogal bilesenler, sahip olduklar1 radikal siipiiriicii etkileri nedeniyle potansiyel
antioksidan maddeler olarak bilinmektedir. Bu nedenle flavonoidler gibi fenolik dogal
bilesenler antioksidan aktivite agisindan ilgi g¢ekici fitokimyasallardir. Serbest radikal
slipiiriicii etkiye sahip antioksidanlar 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, yaglanma ve

kanser hastaliklarinin tedavisinde dnemli rol oynamaktadir (Eryi1lmaz 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

3.1.1 Bitki 6rnekleri

Bu tez kapsaminda ¢alisilan bitki tdrleri Onopordum acanthium L., Carduus
acanthoides L., Cirsium arvense (L.) Scop. ve Centaurea solstitialis L. olup, Asteraceae
familyasina ait tiirlerdir. Haziran ve Temmuz aylarinda Kastamonu’da 41° 25' 51.6252"
N ve 33° 46' 37.6386" E lokasyonlarindan toplanmistir. Kurutma isleminden sonra bitki
ornekleri etiketlenmis ve uygun saklama kutularina alinmistir. Cizelge 3.1°de bitki

orneklerinin etiket isimleri verilmistir.

Cizelge 3.1 Bitki drneklerinin etiket isimleri listesi

Bitkiler Bitki Kisumlar1 Etiket isimleri
Cicek ONA-C
vt Yaprak ONAY
' Govde ONA-G
Cicek CAA-C
aca?\?r:gilfjfs L Yaprak CAA-Y
' Govde CAA-G
iroi Cicek CIA-C
Cll’(SII_U)r’ﬂSigvense Yaprak CIA-Y
' P Govde CIA-G
Cicek CES-C
solsttalie L Yaprak CEsY
' Govde CES-G

3.1.2 Kaullanilan kimyasal ve cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan; Malt Extract Agar (MEA) ve Nutrient Agar (NA) Igs
firmasindan, % 99’luk Aseton, Malt Extract Broth (MEB), Aliminyum klorir (AICI5),
Bakar siilfat (CuS0O4.5H,0), Baryum klorir (BaCl,), % 99’luk Etanol (EtOH), Gallik
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asit (GA), Nutrient Broth (NB), Potasyum klorir (KCI), Sodyum asetat, Sodyum klortr
(NaCl) ve Silfiirik asit Merck firmasindan, Dimetil siilfoksit (DMSO) ve % 99’luk
metanol (MeOH) Riedel-de Haen firmasindan, Folin-Ciocalteu reaktifi, Askorbik asit ve
Kuersetin dihidrat Sigma firmasindan, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Calbiochem

firmasindan temin edilmistir.

Tum deneylerde kullanilan mikropipet uglar1 ve mikrosantrifuj tipleri Biohit
firmasindan temin edilmistir. Ayrica, antimikrobiyal deneylerinde bitkilerden izole

edilen 6zutleri emdirmek amaciyla Oxoid marka 6 mm steril bos diskleri kullanilmustir.

Tez galismalar1 boyunca; bitki 6ziitlerin hazirlanmasi i¢in déner buharlastirict (Biichi B-
490), ekstraktlarin toplam polifenol ve flavonoid bilesiklerin tayininde spektroskopik
Olglimler almak amaciyla UV-vis spektrofotometre (HP 8453 A) kullanilmistir.
Deneylerde kullanilmis kimyasallarin miktarini tartmak amaciyla hassas terazi (Denver
Inst), 1sitma veya karistirma amaciyla kullanilan 1sitict manyetik karistirict (Heidolph
Mr Hei), deneylerin saglikli bir ortamda yapilmasi i¢in kullanilan g¢eker ocak,
deneylerde kullanilan saf su elde etmek i¢in saf su cihazi (Millipore) ve ultra saf su
sistemi (Millipore) kullanilmigtir. Deneyler sirasinda, kullanilan kimyasallar1 dogru bir
sekilde muhafaza etmek amaciyla kullanilan buz dolabi (Bosch), antioksidan etki
calismalarinda buz makinesi (Scotsman AF80), multimod mikroplaka okuyucu (Specra
Max M2e) ve mikroplakalar (Brandplate) kullanilmigtir. Deneylerde malzeme ve
kimyasal sterilizasyonu i¢in kullanilan yatay otoklav, mikroorganizmalarin inkiibasyonu
icin inklbator (Mettler), 1s1ya karsi hassas kimyasallarin saklanmasinda kullanilan derin
dondurucu (-20 °C, Bosch) kullanilmistir. Homojen karisimlar hazirlamak igin vorteks
(Heidolph) ve arastirmalar siiresinde kullanilan otomatik pipetlerden (Gilson ve Biohit)

faydalanilmistir.
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3.2 Yodntem

3.2.1 Calisilan bitkilerin toplanmasi ve teshisi

Tez kapsaminda ¢alisilan bitki 6rnekleri Haziran ve Temmuz (2009) aylarinda Dog. Dr.
Ergin Murat ALTUNER ve Yrd. Dog¢. Dr. Talip CETER tarafindan Kastamonu’nun
cesitli bolgelerinden toplanmis ve tiir teshisi Yrd. Dog. Dr. Kerim GUNEY tarafindan
yapilmistir.

3.2.2 Cahsilan bitkilerin 6ziitleme islemi

Calisilan bitki ornekleri Oncelikle cicek, govde, yaprak olmak Uzere ii¢ kisma ayrilmis
ve daha sonra sivi azotla havanda ezilerek tamamen toz haline getirilmistir. 15 mL ve

50 mL’lik santriftj tuplerinde stok olarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Ozltleme asamasinda toz halinde olan bitki érneklerinin, polar ve apolar bilesiklerce
zengin sekilde oziitlenmesi igin % 99,9’luk metanol, % 99,5 etanol ve % 99 aseton
organik ¢oziiciileri de olmak tizere 3 ¢ozgen madde kullanilmistir. Bitki 6zitleme islemi
2 gr toz bitki 6rnegine 20 mL ¢dzgen (toz agirlik-¢ozgen hacim orani 1:10 olacak
sekilde) eklenmesiyle baslamistir (Dilger 1999, Benli 2005). Hazirlanan karisimlar 30
dakika manyetik karistiriciyla karigtirildiktan sonra 24 saat siireyle 4 °C’de
bekletilmistir. Bu siire sonunda karigimlar 6000 devir, 4 °C’de ve 20 dakika sure icinde
santrifllj edilmistir. Santrifiij isleminden sonra, tiiplerde olusan ¢okeltiler atilarak sivi
fazdaki ¢ozgen alinmis ve 40 °C’de uygun basingta (metanol 337 mbar, etanol 175
mbar, aseton 556 mbar) doner buharlastirici yardimiyla ortamdan uzaklastirilmigtir. Bu
islem sonucunda elde edilen konsantre 6zit 2 ml DMSO’da ¢oziinmiistiir. COzunen

bitki 6ziitleri mikrosantrifiij tiiplerine ayrilarak -20 °C’de saklanmistir (Erttirk 2003).
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3.2.3 Bitki oziitlerinin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini spektrofotometrik Folin-Ciocalteu yontemi ile
gergeklestirilmistir (Slinkard ve Singleton 1977). Bu yodntemde Folin-Ciocalteu
reaktifine ek olarak % 2’lik sodyum karbonat c¢ozeltisi ve fenolik madde standardi
olarak da gallik asit (GA) kullanilmigtir. Olusan reaksiyona bagl renk degisimleri ise
750 nm’de absorbans 6l¢iimii ile belirlenmistir. Fenolik madde standardi olarak, DMSO
ile hazirlanan gallik asit (1 g/L) ¢ozeltisinden 50, 100, 200 ve 400 mg/L olmak Uzere 4
farkli konsantrasyonda ¢Ozeltiler hazirlanmistir. Fenolik madde miktar1 tayini i¢in 100
ul kor (sadece DMSO), standart bilesik (GA) ve bitki 6ztu iceren tuplere 1 mL Folin-
Ciocalteu reaktifi eklenmis ve iyice karistirilan soliisyonlar oda sicakliginda ve karanlik
ortamda 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda &z(tlere, standart ve kor tuplerine 1
mL % 2’lik sodyum karbonat eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra da 1 saat oda
sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, tim
soliisyonlarin 750 nm’de kore karsi absorbans dlgtimleri (ODy7sp) alinmustir. Gallik asitin
farkl1 konsantrasyonlarina karsi oOlgiilen OD750 degerleriyle olusturulan standart
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak oziitlerdeki toplam fenolik madde miktarlar
hesaplanmistir (Slinkard ve Singleton 1977, Sarikiirk¢ll vd. 2008). Deney iki tekrarli
calisilmistir.

3.2.4 Bitki 6zutlerinin toplam flavonoid madde miktarinin belirlenmesi

Bitki Ozutlerinde toplam flavonoid madde miktari, aliminyum klorir kolorimetrik
yontemi ile belirlenmistir (Woisky ve Salatino 1998). Bu yontemde % 95°lik etanol,
%10’luk aluminyum kloriir ve 1M sodyum asetat ¢ozeltileri kullanilmistir. Aliiminyum
Klortir kolorimetrik yontemi, 1998 yilinda Woisky ve Salatino tarafindan kullanilmis,
sonraki yillarda bir takim degisiklikler yapilmistir. Kuersetin standart olarak kullanilmig
ve Kkalibrasyon egrisi bu standarta gore ¢izilmistir. 10 mg kuersetin, 10 mL % 80’lik
etanol icerisinde c¢ozllerek 25, 50 ve 100 pg/mL’ye seyreltilmistir. Flavonoid madde
tayini icin tupler icine 0.5 mL kor (% 95’lik etanol), standart kuersetin sollisyonlari
veya bitki 6zUtu koyulmus, tizerine 1.5 mL % 95’lik etanol, 0.1 mL % 10’luk
aliminyum klorar, 0.1 mL sodyum asetat (1M) ve 2.8 mL DMSO ilave edilerek, 30
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dakika karanlik ortamda ve oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, tiim
sollisyonlarin 415 nm’de kore karsi absorbans dlgiimleri (ODys5) alinmigtir (Woisky ve
Salatino 1998, Chang vd. 2002). Kuersetinin farkli konsantrasyonlarina karsi 6l¢iilen
ODy15 degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon egrisi grafiginden yararlanilarak
Ozutlerdeki toplam flavonoid madde miktarlart hesaplanmistir. Deney iki tekrarli

calisilmistir.

3.2.5 Antioksidan aktivite analizi

Bu calismada antioksidan aktivite belirleme yontemi olarak, hazirlanan 6zutlerdeki
fenolik  bilesiklerin  antioksidan  aktivitelerinin  belirlenmesinde  2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir (Bois 1958). DPPH yodntemi, kararl:
serbest radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’in elektron veya hidrojen atomlari
veren antioksidan kimyasallarin varhiginda, bu kimyasallar tarafindan giderilmesi
(supurtlmesi,  temizlenmesi) ile  karakteristik mor  renginin  agilmasinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir. Yani, materyal ne kadar gugli
antioksidan ozellige sahip ise metanolik DPPH ¢ozeltisinin rengini o kadar ¢ok agmasi
beklenir. Farkli numune konsantrasyonuyla muamele edilen DPPH’in absorbansindaki
degisim Olgiilerek, Olcililen absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik
cizilerek y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktari

ng/mL cinsinden belirlenmekte ve ICsq degeri olarak ifade edilmektedir.

HO._ .0 T s 0.0
NO, ‘ /I“ T/ :
@k NGRS Q!
HO l/ T0H HO? OH o T T
w ’ T

Sekil 3.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formtli ve DPPH’in gallik
asitle indirgenme basamaklari

-
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Bu yontem  mikroplakalarda  ¢alistlmistir.  Hazirlanan  Oziitlerin = gesitli
konsantrasyonlarda (300, 200, 150 pL) metanol iginde hazirlanmis +4 °C’de saklanan 6
ML’lik ¢ozeltileri, 144 pL metanol ve 50 pL’lik DPPH metanol (200 uM) ¢ozeltisi ile
kanstirilmistir. 25 dakika, oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inkl'ibasyon sonrasinda 517 nm’de (ODs;7) Oziitlerin DPPH absorbansit okunmustur.
Orneklerin absorbans degeri kore karsi (6 gl DMSO) degerlendirilmistir (Sharma ve
Bhat 2009). ICs degeri hesaplanmadan 6nce, farkl: dozlarda hazirlanan ekstraklarin %
antioksidan aktivitesi asagida verilen formilden yararlanarak belirlenmistir (Burits vd.
2001, Burits ve Bucar 2000):

% Inhibisyon = [(Axontrol ~Aémek) / Akontror)] X100

Elde edilen % inhibisyon degerleri 6rnek derisimlerine karsi grafige gecirilerek segilen
orneklerin % 50 renk agilimint saglayan derisimleri % 50 inhibisyon (ICso) degeri
olarak hesaplanmustir. Askorbik asit, gallik asit ve kuersetin pozitif kontrol olarak

kullanilmistir (Cuendet vd. 1997, Kirby ve Schmidt 1997, Burits vd. 2001, Burits ve
Bucar 2000). Deney ii¢ tekrarli ¢alisilmistir.

3.2.6 Antimikrobiyal aktivite analizi

Bitki 6zutlerinin antimikrobiyal aktivitelerini saptamak amaciyla disk difiizyon yontemi
kullanilmistir (Kirby ve Bauer 1966, Silici ve Ko¢ 2006) . Bu amacgla, Gram (+)
bakterilerden Bacillus subtilis ATCC-6633 ve Staphylococcus aureus ATCC-25923
Gram (-) bakterilerden Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 ve Escherichia coli
ATCC-25922 ile okaryotik bir maya olan Candida albicans ATCC-10231 se¢ilmistir.
Kullanilan  mikroorganizmalar Refik Saydam  Hifzissthha Merkezi  Kultir

Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Deney iki tekrarli ¢aligilmistir.

25



3.2.6.1 Mikroorganizmalarin Uremesi i¢in besiyerlerinin hazirlanmasi

3.2.6.1.1 Kiltdrlerin hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin standardizasyonunda sivi besiyeri olarak bakteriler icin Nutrient
Broth ve maya icin Malt Ekstrakt Broth kullanilmistir. Nutrient Broth besiyerinin
hazirlanmasi i¢in 8 gr besiyeri 1L dH,O iginde ¢ozilmistir. Malt Ekstrakt Broth
besiyerinin hazirlanmasi i¢in 17 gr besiyeri 1L dH,O iginde ¢oziilmiistiir. Sterilizasyon
isleminden gegen sivi besiyeri 16x16 mm’lik steril cam tiiplere alinmistir. Her steril
cam tup 10 mL besiyeri i¢ermis, daha sonrasinda 4 °C’de saklanmistir (Silici ve Kog
2006, Altuner ve Cetin 2009).

Antimikrobiyal aktivite analizinde bakterilerin Uremesi igin gerekli olan kat1 besiyeri
icin Nutrient Agar ve maya susunun {iremesi i¢in Malt Extract Agar kullanilmistir.
Nutrient Agar besiyeri icin 20 gr besiyeri 1L dH,O i¢inde ¢oziilmiistir. Malt Extract

Agar’in hazirlanmasinda ise 39 gr besiyeri 1L dH,0 iginde ¢6ziilmiistiir.

Besiyerleri dokiim ve sterilizasyon islemleri Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii

Biyoteknoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.2.6.1.2 Bitki 6zutlerin disklere emdirilmesi

Bitki orneklerinden elde edilen 6zitler, 6 mm’lik bos ve steril disklere SuL ve 20uL
oraninda emdirilmistir (Altuner ve Cetin 2009). Ozitlerin emdirildigi diskler
¢oziiciilerin sonucu etkilememesi amaciyla bir gin oda sicakliginda kapali santrifiij

tiplerinde kurumaya birakilmistir (Silici ve Kog 2006).
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3.2.6.1.3 Mikroorganizmalarin standardize edilmesi

Disk difiizyon yonteminde, besiyerlerine yayilan mikroorganizma kiiltiirlerinin standart
miktarda mikroorganizma icermesi gerekmektedir. Bu amagla McFarland No 0.5

standard1 hazirlanmistir.

McFarland No 0.5 standardinin hazirlanmasi igin; 0.0999 gr BaCl, tartilarak 10 mL
dH,0 i¢inde ¢oziilmiistiir. Sonra, 100 mL 0.36 N H,SO4 (%1 v/v) ¢ozeltisi hazirlanarak,
BaCl; ¢ozeltisinden 0.5 mL alinmis ve 0.36 N H,SO,’den 99.5 mL ile karistirilmastir.

Mikroorganizma kiiltiirleri izole koloniler elde etmek amaciyla agar ortamina ekilmistir.
Bakteriler i¢in 37 °C’de 24 saat, maya i¢in 27 °C’de 48 saat inklbasyondan sonra 4-5 tane
iyi derecede izole olmus koloni, 6ze yardimiyla broth besiyerine alinmigtir. Hazirlanan
bakteri siispansiyonu daha oOnce hazirlanmis olan 0.5 McFarland standardi ile
karsilagtirilarak siispansiyonun bulanikligi ayarlanmistir. 0.5 McFarland standardinin
bulanikligina gore ayarlama yapildiginda, tiip i¢indeki canli hiicre sayis1 1 X 10" - 1 x
10°® CFU/mL arasinda olmaktadir (Senol vd. 2007).

3.2.6.1.4 Mikroorganizmalarin  besiyerine  inokulasyonu ve  disklerin
yerlestirilmesi

inokﬁlasyon asamasinda, hazirlanan ve standardize edilen mikroorganizma
stispansiyonlarindan 100 pL alinmis ve drigalski Ozesi yardimiyla siispansiyon
besiyerinin Gzerine homojen olarak yayilmistir (Ertirk vd. 2006). Mikroorganizma
siispansiyonu yayilan petriler, bitki 6ziitii igeren diskler uygulamadan 6nce 15 dakika
kurumaya birakilmistir.  Oziit igeren diskler, inhibisyon zonlarnin okunmasini
engellememek amaciyla agar lizerinde araliklarla dizilmigtir. Disk yerlestirilmesi
isleminden 15 dakika sonra bakteriler igin petriler 37 °C’de 24 saat, maya icin 27 °C’de

48 saat olmak (zere inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2 Disklerin ekim yapilmig besiyerlerine yerlestirilmesi
(http://microbelibrary.org 2013)

3.2.6.1.5 Inhibisyon zonlarmn dlciimii

Inhibisyon siirecinin sonunda disklerin etrafinda inhibisyon zonlarmmn olusup
olusmadig1 gozlenerek, inhibisyon zonlar1 disk ¢apini (6 mm) igerecek sekilde dlgiilerek

milimetre (mm) cinsinden kaydedilmistir (Sekil 3.4).

%‘ln|uu|un|uu|mil
@ | CENTI1METEHS2

Sekil 3.3 Inhibisyon zonlar1 ve mm cinsinden &lgiilmesi (http://microbelibrary.org 2013)
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3.2.6.1.6 Antimikrobiyal analizde kullanilan negatif ve pozitif kontroller
Negatif kontrol olarak, % 99 metanol, % 99,5 etanol, % 99 aseton ve DMSO disklere

emdirilerek kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise standart antibiyotik diskler

kullanilmistir. Kullanilan antibiyotik disklerin listesi ¢izelge 3.2°de sunulmustur

Cizelge 3.2 Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin listesi

Antibiyotik Disk Madde Miktar:
Ampisilin 10 pg
Gentamisin 10 g
Streptomisin 10 g
Meropenem 10 pg
Tetrasiklin 30 ug
Kanamisin 30 ug
Seftazidim 30 ug
Ofloksasin 5 ug
Linkomisin 2 Ug

29



4. BULGULAR

4.1 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini spektrofotometrik yontem kullanilarak yapilmustir.

Standart bilesik olarak gallik asit 4 farkli konsantrasyonda kullanilmistir (Sekil 4.1,

Cizelge 4.1).

1,6

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

1,4 -
1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Absorbans (750 nm)

10 15 20

Konsantrasyon (mg/L)

y =0,0749x +0,0866
R*=10,9898

Sekil 4.1 Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standart egrisi grafigi

Cizelge 4.1 Gallik asit konsantrasyonlar1 ve absorbans degerleri

Ana Konsantrasyon

Final Konsantrasyonu

Absorbans (750 nm)

(mg/L) (mg/L)

0 0 0
50 2,381 0,323
100 4,762 0,482
200 9,524 0,814
400 19,048 1,49

Tiim bitki 6rneklerinin icerdikleri fenolik bilesik miktar1 gallik asit standardi referans

alinarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Tum bitki érneklerinin 6zutlendikleri ¢cézgenlere gore icerdikleri toplam
fenolik bilesik miktarlar1 (mg/L)

Toplam Fenolik Bilesik Miktarlari (mg/L)

Bitkiler EtOH MeOH Aseton
ONA-C 19,719 24,706 13,948
ONA-Y 26,344 30,476 36,674
ONA-G 10,172 13,235 5,371

CAA-C 74,062 67,024 90,305
CAA-Y 21,927 23,494 22,141
CAA-G 9,246 12,808 8,035

CIA-C 20,075 18,864 11,383
CIA-Y 14,803 8,035 12,452
CIA-G 9,602 11,668 13,235
CES-C 18,436 39,097 23,779
CES-Y 13,663 15,658 26,914
CES-G 8,818 15,373 12,238

4.2 Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid tayini de spektrofotometrik yontem kullanilarak yapilmstir.
Standart bilesik olarak kuersetin 4 farkli konsantrasyonda kullanilmistir (Sekil 4.2,
Cizelge 4.3).

Kuersetin Kalibrasyon Egrisi

0,9
0,8 - y = 0,0635x + 0,0596
0,7 R?=0,9604

0,6 -

05 -
0,4 - p2

0,3 - *
0,2

Absorbans (415 nm)

0@ ; ;
0 5 10 15
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.2 Toplam flavonoid tayini i¢in kuersetin standart egrisi grafigi
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Cizelge 4.3 Kuersetin konsantrasyonlari1 ve absorbans degerleri

Ana K(()rr:lsga;rli';rasyon Final K(()rr:]sga}rllt)rasyonu Absorbans (415 nm)
0 0 0
25 2,5 0,27
50 5 0,419
100 10 0,661

Cizelge 4.4 Tum bitki érneklerinin 6zutlendikleri ¢cozgenlere gore icerdikleri toplam

flavonoid miktarlar1 (mg/mL)

Toplam Flavonoid Miktarlar1 (mg/mL)
Bitkiler EtOH MeOH Aseton
ONA-C 30,375 42,093 32,406
ONA-Y 40,062 53,187 85,375
ONA-G 22,093 19,906 12,921
CAA-C 123,562 82,562 185,437
CAA-Y 52,875 38,968 66,625
CAA-G 30,218 31 34,437
CIA-C 41,468 18,031 38,656
CIA-Y 42,406 28,343 56,156
CIA-G 28,187 21,781 37,718
CES-C 48,343 48,812 58,812
CES-Y 49,593 36,937 79,593
CES-G 26,625 30,843 41,625

4.3 Antioksidan Aktivite Testleri

Bu calisma, O. acanthium, C. acanthoides, C. arvense, C. solstitialis bitkilerinin ¢gicek

ve yaprak kisimlarinin metanol, etanol ve aseton ekstraktlarinin DPPH radikalini

giderici etkilerini saptamak amactyla yapilmistir. Tiim grafik ¢izimleri Graphpad Prism

6 programiyla yapilmstir.

Oncelikle birer polifenol olan gallik asit, askorbik asit ve kuersetin standart olarak

kullanilmig, DPPH giderici etkisine bakilmis ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil

4.3).
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Seki 4.3 Gallik asit, askorbik asit ve kuersetin kalibrasyon egrisi grafigi

Tiim bitki kisimlarmin {i¢ ¢ozgendeki Oziitlerinin DPPH giderici etkisine bakilmistir.
Cozgen bakimindan etanol ve asetonda Oziitlenen bitki kisimlar1 daha ¢ok DPPH
giderici etki gosterirken, ONA-Y ve ONA-C o6rnekleri, diger orneklere gore daha ¢ok
DPPH giderici etki gostermistir (Sekil 4.4) .
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Sekil 4.4 Tuim bitki 6rneklerinin DPPH giderici etkisini gosteren konsantrasyon-%
inhibisyon bar grafigi

Tim bitki kisimlarindan 3 farkli ¢ozgende elde edilen Oziitler, 6 konsantrasyonda
seyreltilmistir. Tim bitkilerin ¢igek kisimlarmin 3. doz olarak belirlenen
konsantrasyonlarinda (Asetonda ONA-C ve CIA-C hari¢. Bu 6rnekler fenolik icerik
bakimindan daha seyreltik olduklari i¢in 2. dozlar1 ¢alisilmistir) 6n tarama amaciyla

DPPH giderici etkilerine bakilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Tim bitkilerin ¢icek kisimlarmin 3. doz olarak belirlenen
konsantrasyonlarinin konsantrasyon-% inhibisyon 6n tarama bar grafigi

DPPH’in kalibrasyon egrisinden ve Oziitlerin konsantrasyona bagli degisim
grafiklerinden faydalanilarak radikalin yarisinin giderildigi andaki bitki 6zutlerinin
konsantrasyon (ICsp) degerleri hesaplanmig, Graphpad Prism 6 programinda Sekil
4.6’daki gibi grafige gegirilmistir. 1Csp degerleri ONA-C ve CES-C’nin aseton
oOziitlerinde sirasiyla; 0,0008425 g/L ve 0,0003343 g/L olarak bulunmustur. ONA-C ve
CIA-Y’nin metanol oziitlerinde sirasiyla; 0,001120 g/L ve 0,0003665 g/L olarak
bulunmustur. ONA-C etanol 6zitinde ise 0,0007236 ¢g/L bulunmustur. Diisiik bir

konsantrasyonda yiiksek absorbans yiiksek bir antioksidan aktiviteye isaret etmektedir.
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Sekil 4.6 Yiulksek inhibisyona gore secilen bitki ornekleriyle tekrar edilmis DPPH
testinde, %50 inhibisyonun (1Csp) belirlendigi grafik

4.4 Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Bu calismada, O. acanthium, C. acanthoides, C. arvense, C. solstitialis bitkilerinin
cicek, govde ve yaprak kisimlarinin metanol, etanol ve aseton ekstraktlarinin Gram (+),
Gram (-) baz1 bakteriler ve maya susu Uzerine olan etkilerini saptamak amaciyla disk
diftizyon yontemi kullanilmis ve 06zltlerin kullanilan suslara karsi olusturduklar
inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.1 - 4.4 arasinda verilmistir. Pozitif kontrol olarak segilen;
Streptomisin (10 ug) , Tetrasiklin (30 pg), Kanamisin (30 pg), Gentamisin (10 pg),
Linkomisin (2 pg), Ampisilin (10 pg), Meropenem (10 pg), Seftazidim (30 pg),
Ofloksasin (5 pg) antibiyotik disklerinin inhibisyon zonlari da Cizelge 4.5°de
verilmistir. Negatif kontrol olarak ekim yapilmis higbir petride % 99 metanol, % 99,5
etanol, % 99 aseton ve DMSO emdirilen diskler gevresinde zon gorilmemistir. 5 pL
Oziit emdirilen higbir bitki Orneginin diskleri ¢evresinde Onemli Olgiide zon

gozlemlenemedigi i¢in sonuglara dahil edilmemistir. Inhibisyon zonlar1, disk gapini (6
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mm) icerecek sekilde Olgllerek milimetre (mm) cinsinden kaydedilmistir. Deney iki

tekrarlt calisilmigtir.
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Cizelge 4.5 Onopordum acanthium L.’un ¢icek, yaprak ve govde kisimlarinin etanol, metanol ve aseton ¢ozgenleriyle elde edilen
Ozutlerinin antimikrobiyal aktivitesi (mm)

a(zggfhc:ﬂ”ﬂ. B. subtilis ATCC-6633 S. aureus ATCC-25923 P. aeruginosa ATCC-27853 E. coli ATCC-25922 C. albicans ATCC-10231
CICEK i s < i s < i s < i s < i s <
Paralel 1 8 9 9 10 9 7 - 9 - 9 8 - - -
Paralel 2 10 10 9 8 8 7 - - - 10 - - - - -
Ortalama 9 9,5 9 9 8,5 7 - 45 - 9,5 4 - - - -
Standart hata 1,414 | 0,707 - 1,414 | 0,707 0 - 6,363 - 0,707 | 5,656 - - - -
YAPRAK
Paralel 1 20 17 -7 10 10 9 - 8 - 8 9 - - - -
Paralel 2 18 13 - 8 9 9 - - - 21 - - - - -
Ortalama 19 15 - 9 9,5 9 - 4 - 14,5 45 - - - -
Standart hata | 1,414 | 2,828 - 1,414 | 0,707 0 - 5,656 - 9,192 | 6,363 - - - -
GOVDE
Paralel 1 10 9 - 10 9 - - 10 - 7 9 - - - -
Paralel 2 10 - - 8 8 - - - - 9 - - - - -
Ortalama 10 45 - 9 8,5 - - 5 - 8 45 - - - -
Standart hata 0 6,363 - 1,414 | 0,707 - - 7,071 - 1,414 | 6,363 - - - -

" Zon caplar: disk capin1 (6 mm) icerecek sekilde dl¢iilmiistiir
“inhibisyon zonu gézlenmemistir
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Cizelge 4.6 Carduus acanthoides L.’in ¢igek, yaprak ve govde kisimlarinin etanol, metanol ve aseton ¢6zgenleriyle elde edilen 6ziitlerinin
antimikrobiyal aktivitesi (mm)

Card_uus B. subtilis ATCC-6633 S. aureus ATCC-25923 P. aeruginosa ATCC-27853 E. coli ATCC-25922 C. albicans ATCC-10231

acanthoides L.

CICEK - = < H = < w > < i s < i = <
Paralel 1 8" 9 8 11 10 8 - - - - - - ; -
Paralel 2 14 15 8 8 10 8 - - - - - - - - -
Ortalama 11 12 8 9,5 10 8 - - - - - - - - -

Standart hata 4,242 4,242 0 2,121 0 0 - - - - - - - - -

YAPRAK
Paralel 1 -7 7 15 11 10 8 - - - - - - - - -
Paralel 2 8 - 15 10 8 8 - - - - - - - - -
Ortalama 4 3,5 15 10,5 9 8 - - - - - - - - -

Standart hata 5,656 | 4,949 0 0,707 | 1,414 0 - - - - - - - - -

GOVDE
Paralel 1 7 9 8 10 10 - - - - - - - - - -
Paralel 2 7 - 8 7 8 - - - - - - - - - -
Ortalama 7 4,5 8 8,5 9 - - - - - - - - - -

Standart hata 0 6,363 0 2,121 | 1,414 - - - - - - - - - -

" Zon caplar: disk capin1 (6 mm) icerecek sekilde dl¢iilmiistiir
“Inhibisyon zonu gézlenmemistir
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Cizelge 4.7 Cirsium arvense (L.) Scop.’nin ¢icek, yaprak ve govde kisimlarinin etanol, metanol ve aseton ¢dzgenleriyle elde edilen
Ozutlerinin antimikrobiyal aktivitesi (mm)

ar\zlr::éur&.) B. subtilis ATCC-6633 S. aureus ATCC-25923 P. aeruginosa ATCC-27853 E. coli ATCC-25922 C. albicans ATCC-10231
Scop.

CICEK w = < w = < w = < m = < v p <
Paralel 1 7 - 8 9 9 7 - 7 - - - - - - -
Paralel 2 11 13 8 - 7 - - - - - - - - -

Ortalama 9 6,5 8 8,5 4,5 7 - 3,5 - - - - - - -

Standart hata | 2,828 9,192 0 0,707 6,363 0 - 4,949 - - - - - - -

YAPRAK
Paralel 1 - - 8 8 8 8 - - - - - - - - -
Paralel 2 - - 8 7 8 8 - - - - - - - - -
Ortalama - - 8 75 8 8 - - - - - - - - -

Standart hata - - 0 0,707 0 0 - - - - - - - - -

GOVDE
Paralel 1 0 - 8 8 9 - - - - - - - - - -
Paralel 2 7 - 8 7 8 - - - - - - - - - -
Ortalama 3,5 - 8 75 8,5 - - - - - - - - - -

Standart hata | 4,949 - 0 0,707 0,707 - - - - - - - - R -

" Zon caplar: disk capin1 (6 mm) icerecek sekilde dl¢iilmiistiir
“Inhibisyon zonu gozlenmemistir
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Cizelge 4.8 Centaurea solstitialis L.’in ¢icek, yaprak ve gévde kisimlarinin etanol, metanol ve aseton ¢ézgenleriyle elde edilen 6ziitlerinin
antimikrobiyal aktivitesi (mm)

sc?lgtr;:?el\]lirse?_ . B. subtilis ATCC-6633 S. aureus ATCC-25923 P. aeruginosa ATCC-27853 E. coli ATCC-25922 C. albicans ATCC-10231
CICEK H = < = = < m = < m = & & = 2
Paralel 1 10” 7 10 10 7 7 9 - - - - ; ]
Paralel 2 12 11 7 8 10 7 - - - 11 - - - - -
Ortalama 11 55 7 9 10 7 3,5 45 - 55 - - - - -
Standart hata | 1,414 | 7,778 0 1,414 0 0 4,949 6,363 - 7,778 - - - - -
YAPRAK
Paralel 1 14 8 12 10 9 8 - 8 - - - - - - -
Paralel 2 14 10 12 7 8 8 - - - 14 - - - - -
Ortalama 14 9 12 8,5 8,5 8 - 4 - 7 - - - - -
Standart hata 0 1,414 0 2,121 | 0,707 0 - 5,656 - 9,899 - - - - -
GOVDE
Paralel 1 8 10 - 9 8 7 - - - 7 - - - - R
Paralel 2 11 7 - 7 9 7 - - - - - - - - -
Ortalama 9,5 8,5 - 8 8,5 7 - - - 35 - - - - -
Standart hata | 2,121 | 2,121 - 1,414 | 0,707 0 - - - 4,949 - - - - -

“Zon caplar: disk capini (6 mm) igerecek sekilde 6lgiilmiistiir
“inhibisyon zonu gézlenmemistir
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Cizelge 4.9 Pozitif kontrol olarak segilen antibiyotik disklerin inhibisyon zonlari (mm)

Amp Seft Mero Oflo :
N T T K K Lin (L

Strep (S) | Gent (CN) (AM) etra (T) ana (K) (CAZ) (MEM) (OFX) in (L)
B. subtilis * -
ATCC-6633 15 15 - 20 15 25 35 25 -
S. aureus
ATCC-25923 25 18 30 13 25 - 30 30 12
P. aeruginosa
ATCC-27853 20 30 20 13 20 - 35 30 10
E.coli
ATCC-25922 23 - 20 35 20 30 40 30 -
C. albicans ]
ATCC-10231

“Zon caplari disk capini (6 mm) icerecek sekilde dlgiilmiistiir
“Inhibisyon zonu gézlenmemistir



5. TARTISMA SONUC

Bu c¢alismada {ilkemizde yetisen Asteraceae familyasina ait O. acanthium, C.
acanthoides, C. arvense ve C. solstitialis bitkilerinin cicek, gdvde ve vyaprak
kisimlarinin metanol, etanol ve aseton oziitlerinin 5 farkli mikroorganizma {izerine olan
etkilerini saptamak amaciyla disk diflizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal
etkilerine ve antioksidan etkilerini saptamak amaciyla ayni bitki kisimlarinin 6ziitlerinin
toplam fenolik medde icerikleri ve flavonoid icerikleri tespit edilerek DPPH radikali

tizerinde etkileri arastirilmistir.

Toplam fenolik madde tayini ¢aligmasinda goriilmiistir ki; O. acanthium bitkisi
ciceginin aseton Oziitii ayni bitkinin diger kisimlarinin etanol ve metanol 6ziitlerine gore

daha fazla (36,674 mg/L) fenolik bilesik icermektedir.

C. acanthoides bitkisi ¢igegi ise ¢alistigimiz diger bitkilerin tiim kisimlarmin ¢alisilan
tim oziitlerine gore oldukga fazla fenolik igerik gostermistir (Cigeginin etanol 6zt
74,062 mg/L, metanol 6zt 67,024 mg/L, aseton 6zt 90,305 mg/L). Bu bakimdan C.
acanthoides bitkisi ¢igegi oldukga dikkat ¢ekicidir.

C. arvense bitkisi ¢icegi etanol 6ziitii, bitkinin diger kisim ve tiim 6ziitlerine gore daha
fazla fenolik icerik gosterirken (20,075 mg/L), C. solstitialis bitkisinin ¢igeginin de
metanol 6zitl, bitkinin diger kisim ve tiim oziitlerine gore en yiiksek fenolik igerige

(39,097 mg/L) sahip oldugu gosterilmistir.

Calistigimiz bitkilerde bir fenolik bilesik olan flavonoidin, tayini ¢alismasi sonucunda
O. acanthium bitkisi yapraginin aseton ziitiiniin, bitkinin diger kisim ve tiim 6ziitlerine

gore daha fazla flavonoid icerdigi saptanmistir (85,375 mg/L).

C. acanthoides bitkisi ¢igeginin etanol, metanol ve aseton oziitlerinin hepsi flavonoid
bakimindan diger tiim bitki kisim ve 6ziitlerine gére daha zengin bulunmustur (etanol

0z0tl 123,562 mg/L, metanol 6zutl 82,562 mg/L, aseton 6ziitl 185,437 mg/L).
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C. arvense bitkisi ve C. solstitialis bitkisi yapraklarinin aseton 6ziitleri de bu bitkilerin
diger kisim ve Oziitlerine gore en yiiksek flavonoid igerigi gosteren bitki Oziitleridir

(swrastyla; 56,156 ve 79,593 mg/L).

Sonug olarak; toplam fenolik bilesik ve flavonoid tayini ¢alismasinda C. acanthoides
bitkisi ¢iceginin etanol, metanol ve aseton Oziitlerinin diger bitki kisim ve 6ziitlerine

gore onemli derecede bu bilesikleri igerdigi goriilmiistiir.

O. acanthium, C. acanthoides, C. arvense ve C. solstitialis bitkilerinin antioksidan
etkilerini saptamak amaciyla da ¢igek ve yaprak kisimlarinin metanol, etanol ve aseton
oziitlerinin DPPH radikali iizerinde etkilerine bakilmistir. Govde kisimlart ¢alisma dist
birakilmistir. Cilinkii govdeler 6ziitleme islemi Oncesi biitiin olarak pargalanarak toz
haline getirilmis ve bdylece iletim demetleri igerisindeki toprak elementleri de 0zt
icerisinde kalmistir. DPPH radikali giderici etkinin saglikli bir sekilde dlgiilemeyecegi

diistintilmiis, bu ylizden bitkilerin govde kisimlar1 ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Calisma kapsaminda bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlari bitkilerin toplam fenolik madde
miktarina gore standardize edilmis olup (14,25 pg/mL, 9,50 pg/mL, 7,13 pg/mL),
konsatrasyon-% inhibisyon bar grafikleri olusturulmustur. En yiiksek inhibisyon
gosteren bitki 6rnekleri 6zltlerinin %50 inhibisyon yapan konsantrasyonlar: (1Csp), bu

standardize degerler lizerinden g/L olarak hesaplanmistir.

Toplam fenolik bilesik miktarlarina gore konsantrasyonlar1 (14,25 pg/mL, 9,50 pg/mL,
7,13 ng/mL) standardize edilmis bitki dziitleri 1/2 oraninda 6 doz diliiye edilmistir. On
tarama amaciyla, tiim bitkilerin ¢icek kisimlarinin tiim &ziitlerinin 3. dozlarina (3,55
pg/mL, deney icinde konsantrasyonu 0,000107 g/L) DPPH testi uygulanmistir. Fakat O.
acanthium ve C. arvense bitkileri cigeklerinin aseton 06zutlerinin sadece 2. dozlari
kullanilmistir. Clinkii diger 6rneklere gore, bu 6rneklerin en yiiksek dozlarmin toplam
fenolik bilesik miktar1 yani konsantrasyonu disiiktiir. Bu durumda diger bitkilerle

standardizasyon saglamak ic¢in 3. degil, bu doza en yakin konsantrasyon olan 2.
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dozlarina (4,75 pg/mL, deney icginde final konsantrasyonu 0,000143 g/L) DPPH testi

uygulanmigtir.

Toplam fenolik bilesik miktarina gore konsantrasyonlar1 (14,25 pg/mL, 9,50 pg/mL,
7,13 pg/mL) standardize edilmis bitki 6ziitleri 1/2 oraninda 6 doz diliiye edilmistir. 6
doz hazirlanan tiim bitki kisim ve Oziitlerinden en yiiksek konsantrasyonlar
kullanilmistir (0,000428 g/L, 0,000426 g/L, 0,000214 g/L). Tiim bitki kisim ve 6ziitleri
icerisinde, O. acanthium bitkisi ¢igek ve yapraginin etanol ve aseton Oziitlerinin en iyi
inhibisyon gosteren ornekler oldugu goriilmistiir. O. acanthium bitkisi yaprak etanol
Ozltuniin 0,000428 g/L konsantrasyondaki ozltl % 79 inhibisyon gosterirken, ayni
¢ozgende ve ayni konsantrasyonda c¢icek oziitii % 69 inhibisyon gostermistir. Ayni
bitkinin yapraginin aseton 6ziitii % 67 inhibisyon gosterirken, ¢icek oOziiti % 69
inhibisyon gostermistir. C. arvense bitkisi, O. acanthium bitkisi yaprak ve gigeginin
etanol ve aseton Oziitiinden sonra ikinci en yiiksek inhibisyon degerlerini gdsteren
bitkidir. C. arvense bitkisi 0,000214 g/L konsantrasyondaki yaprak aseton 6¢zlti % 57
inhibisyon gosterirken, ayni1 ¢6zgende 0,000428 g/L konsantrasyondaki cicek ozutl %
53 inhibisyon degerlerini gdstermistir. En diisiik inhibisyon yiizdesini % 3 ile C.

solstitialis bitkisi yapraginin metanol 6ziitii géstermistir.

DPPH yontemiyle calisilan bitkilerde diger 6zitlere karsi1 etanol ve aseton 6ztlerinin
serbest radikal temizleme yeteneklerinin yiksek oldugu gozlenmistir. 1Cso degerleri
ONA-C ve CES-C’nin aseton oziitlerinde sirasiyla; 842,5 ng/mL ve 334,3 ng/mL olarak
tespit edilmistir. ONA-C ve CIA-Y’nin metanol oziitlerinde sirasiyla; 1120 ng/mL ve
366,5 ng/mL olarak bulunmustur. ONA-C etanol 0Ozitinde ise 723,6 ng/mL
bulunmustur. ICsy degerleri ne kadar kiigiikse antioksidan aktivitesi de 0 kadar etkilidir.
Yani disiik bir absorbans Yyilksek bir antioksidan aktiviteye isaret etmektedir
(Pourmorad vd. 2006, Tekeli vd. 2008). Bu durumda % 50 inhibisyonu saglayan
derisimler (ICs0) hesaplandiginda bitkiler icerisinde en yiksek aktivitenin 366,5 ng/mL
ICso degeri ile C. arvense’nin yapragiin metanol 6ziti oldugu gézlenmistir. CES-C’nin
aseton 6zutd 334,3 ng/mL degeri, C. arvense’nin yapraginin metanol oziitii degerinden

kiigtiktiir fakat farkli konsantrasyonlarda yiiksek bir inhibisyon farki gézlemlenemedigi
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icin bu bakimdan daha iyi olan C. arvense’nin yapraginin metanol 6zuti 366,5 ng/mL

degeriyle antioksidan aktivitesi en iyi 6rnek olarak gézlemlenmistir.

Kiselova ve arkadaslarmin 2006 yilinda O. acanthium bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada
bitkinin ¢i¢iginin sulu methanollii 6ziitlerinin toplam fenolik igeriklerine kuersetin
standardi1 kullanilarak Folin-Ciocalteu yontemi ile antioksidan aktivitesine ise troloks
standardi kullanilarak ABTS (2,2°—azinobis (3—etilbenzotiazolin—6-silfonik asit))
yontemi ile dlglilmistiir. Yapilan ¢alismada, ¢alisilan diger bitkilerle kiyaslandiginda O.
acanthium’un toplam fenolik igerigi ile orantili olarak orta diizeyde antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Ugur ve arkadaglari 2011 yilinda Onopordum caricum L.
bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde ettikleri hekzan, kloroform, etilasetat, ve etanol
ozitlerinin antimikrobiyal etkilerini arastiran bir ¢alisma yapmuslardir. Enterobacter
aerogenes, P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli, Micrococcus luteus, S. mutans, S. aureus,
C. albicans, C. tropicalis, Stenotrophomonas maltophilia suslarina karsi etanol ve
kloroform oziitleri 1y1 6l¢iide inhibisyon gostermistir. Ayrica kloroform oziitlerinde
kolon ve gaz kromatografi yontemleriyle seskiterpen ve triterpen ailesine ait olan
heksahidrofarnesil aseton, betulin, lupeol, B-amirin bilesikleri izole edilmistir. Tez
caligmalarinda O. acanthium’un da toprak istii kisimlari galisilmis ve etanol 6ziitiiniin
P. aeruginosa ve C. albicans disinda kullanilan tiim suslara karsi etkisinin oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle yaprak etanol ziitiiniin B. subtilis tizerinde oldukca etkin

oldugu goriilmiistiir.

C. acanthoides bitkisi ile ilgili olarak antimikrobiyal etki bakimindan herhangi bir
caligmaya rastlanmazken, Zheleva-Dimitrova ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi bir
calismaya gore C. acanthoides’in de i¢inde yeraldigi 6 farkli Carduus tirt antioksidan
etkileri bakimindan incelenmistir. Bu yayinla Carduus turlerinin radikal giderici etkileri
ve bu tiirlerden izole edilen anthodia bilesiginin lipit peroksidasyonunu inhibe edici
etkisi ilk kez yayinlanmigtir. Carduus tlrlerinin askorbik asit standardina gore
antioksidan etkileri nispeten az bulunurken, hepsinin lipit peroksidasyonu BHT den
daha giiglii bulunmustur. Suda ¢Ozinebilen toplam fenolik bilesik igeriklerine gore C.
acanthoides orta diizeyde bir igerige sahipken, DPPH testine gore etanolik oziitleri,

askorbik asit ve BHT standartlarindan sonra 3. derecede iyi antioksidan etki gosteren

46



bitkidir. ABTS testine gore ise askorbik asit ve BHT den sonra en gii¢li antioksidan etki

gosteren tur C. acanthoides olarak belirtilmistir.

Tez kapsaminda ¢alisilan bitkiler i¢inde C. acanthoides bitkisinin ¢icek 6zutleri, toplam
fenolik bilesik ve flavonoid igerigi bakimindan en zengin bitki oldugu goriilmiistiir.
Antioksidan aktivite tayini deneyinde genel taramada etkin bir aktivite goriillmemistir.
Nazaruk’un 2008’de Cirsium cinsi lizerine yaptig1 calismasinda C. arvense bitkisi gigek
ve yaprak kisimlarinin metanollii 6zdtlerinin kloroform, dietileter, etilasetat ve n-
butanol fraksiyonlarinin kitler ile toplam antioksidan etkilerine bakilmistir. Calisma
sonucunda dietileter, etilasetat, butanol ve metanol ozltiinde orta dizeyde fenolik
icerigi oldugu ve antioksidan etkisinin varlig1 gosterilmistir. Nazaruk’un ayni yilda yine
Cirsium cinsi iizerine yaptig1 caligmasinda, iglerinde C. arvense’nin de oldugu 5 farkli
tirin  sulu o6zdtlerinin  fenolik icerikleri, antimikrobiyal, antioksidan etkileri
arastirilmistir. Antioksidan etki ABTS metoduyla incelenmis yine bu sonuglara gore
orta seviyede fenolik bilesik icerdigi ve yine orta diizeyde antioksidan aktivite
gosterdigi  belirtilmistir. Antimikrobiyal testlerde ise B. subtilis, S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans suslarina kars1 etkileri arastirilmis ve en yiiksek etki Cirsium
palustre (L.) Scop. tiirii yapralarinin sulu 6ziitlerinde goriiliirken C. arvense tiriinde

yine orta diizeyde bir antimikrobiyal etki gozlemlenmistir.

Khan vd. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada ise C. arvense bitkisinin tiim kisimlarimin
metanolli 6zltlerinin kloroform, n-heksan, etilasetat ve n-butanol fraksiyonlarinin
antimikrobiyal aktivitelerine, agar kuyu diflizyon yontemiyle bakilmistir. P. aeruginosa,
S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus ve Enterobacter olmak
tizere 6 sus kullamlmistir. Sonug olarak tiim fraksiyonlar suslarin {iremesini inhibe
etmis ancak en iyi inhibisyon kloroform fraksiyonun Enterobacter, Micrococcus luteus,

S. aureus’a kars1 olan inhibisyon olarak goriilmiistiir.

Bu tez kapsaminda da C. arvense’nin orta diizeyde fenolik icerigi oldugu fakat DPPH
testinde yapraklarinin metanol 6ziitlerinin antioksidan etkisinin, etkin bir ICsg degerine

sahip oldugu goriilmiistiir. Antimikrobiyal etki bakimindan da C. albicans’a kars1 etki
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gostermezken, P. aeruginosa’a karsi sadece ¢igek metanol oziitleri etki gostermistir. C.
arvense yapraginin etanol ve metanol 6zitleri B. subtilis’e etki gostermezken, govdenin
metanol 6ziitii de bu susa etki gostermemistir. Diger kisimlarin bu susa kars: etkileri de
kayda deger boyutlarda degildir. S. aureus’a kars1 govde aseton Oziitii etki
gostermezken yine ayni sekilde diger bitki kisimlarinin oziitleri de kayda deger bir

inhibisyon zonu gostermemistir.

Yesilada vd. (1999) yaptiklar ¢aligmada C. solstitialis bitkisinin toprak {istii kisimlari
metanol Ozatlerinin, kloroform fraksiyonu Helicobacter pylori Uzerinde inhibitdr

aktivite potansiyelinin oldugunu gdstermislerdir (Yesilada vd. 2004, Ozgelik vd. 2007).

Ozgelik vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada C. solstitialis’in ¢icek kismindan izole ettikleri
3 seskiterpen lakton bilesiginin (klorofizopifolin A, klorojanerin, 13-asetil solstitialin A)
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Enterococcus faecalis, C. albicans, C. parapsilosis
suslar1 tizerine etkilerini incelemistir. Yapilan MIC testi sonucunda 13-asetil solstitialin
A bilesigi zayif derecede, centaurepensin ve klorojanerin orta derecede S. aureus susuna
etki gosterdigi belirtilmigtir. Genel olarak bu 3 seskiterpen lakton bilesiginin deneyde
kullanilan tim Gram (+), Gram (-) suslarina ve mayaya zayif diizeyde etki gosterdigi

gorilmiistir.

Sen vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada ise C. stenolepis, C. kilaea, C. iberica, C.
cuneifolia, C. solstitialis olmak Uzere, 5 farkli Centaurea tiirii {izerinde yaptiklari
calismada kapitulum ve kapitulumsuz toprak {iistii kisimlardan hazirlanan metanol
Ozutlerinin DPPH yontemi ile antioksidan etkisi, MIC yodntemi ile antimikrobiyal
aktivitesi ve Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik igerikleri arastirtlmistir.
Antioksidan testlerinde askorbik asit standardina gore bu tiirlerin antioksidan
aktivitelerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak bu tiirler igerisinde C. solstitialis’in
antioksidan aktivitesi iyi dizeydedir. C. solstitialis’in igerdigi toplam fenolik bilesik
miktar1 da az miktarda bulunmustur. C. solstitialis’in kapitulumlu toprak (st

kisimlarinin metanol o6ziitleri deneydeki hi¢ bir susa etki gostermezken, kapitulumsuz
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toprak tistii kisimlarinin metanol oziitleri P. aeruginosa’a karsi diisiik diizeyde de olsa

etki etmistir.

Bu tez kapsaminda ise C. solstitialis’in tiim oziitleri B. subtilis’e kars: etkili olmustur.
Ozgelik ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismalariyla uyumlu olarak da S.
aureus’a kars etkili olmustur. Bitki kapitulumlu olarak c¢alisilmistir. Ozellikle yaprak
etanol 6zdtinin B. subtilis’e karst olan etkisi dikkat cekicidir. Kanamisin (30 pg),
Gentamisn (10 pg), Streptomisin (10 pg)’in B. subtilis’e kars1 olan etkisine yakin bir
etki goriilmektedir. Ancak bu ¢alismada P. aeruginosa’a karsi hicbir 6zitunin etkisi
gozlenmemistir. Fenolik igerik bakimindan Sen ve arkadaslarinin 2013 calismasiyla
uyumluluk gostermektedir. Nitekim bu bakimdan C. solstitialis zengin bir icerige sahip

olmadig1 goriilmiistiir.

Calisilan O. acanthium bitkisinin ¢i¢ek kisimlarinin etanol, metanol, aseton olmak
Uzere, tim oOzitlerinin B. subtilis ve S. aureus’a karsi etkili oldugu gézlemlenmistir.
Cigeginin metanol ve etanol 6zt E. coli susuna etki gosterirken, metanol 6ziti P.

aeruginosa’ya karsi etki gostermistir.

Aynu bitki yapragmin her i¢ 6zitu S. aureus’a karsi etki gosterirken, etanol ve metanol
ozutleri B. subtilis ve E. coli’ye karsi etki gdstermistir. Ozellikle etanol dziitiiniin B.
subtilis tizerindeki etkisi dikkate degerdir. P. aeruginosa’ya karsi ise sadece metanol
oziitl etki gostermistir. O. acanthium bitkisi yapraginin etanol 6zitinun B. subtilis’e
olan etkisinin pozitif kontrol olan Kanamisin (30 ug), Gentamisin (10 pg), Streptomisin
(10 pg)’e gore daha etkin ve Tetrasiklin (30 pg)’e yakin etki gosterdigi

gozlemlenmistir.

O. acanthium bitkisi gévdesi etanol ve metanol 6¢zitleri B. subtilis, S. aureus ve E. coli
suslarma etki gosterirken P. aeruginosa’ya karsi ise sadece metanol oOziitii etki
gostermistir. GOvdenin etanol 0zdtinln B. subtilis’e olan etkisinin, gigeginin etanol ve
metanol Oziitlerinin etkisine yakin bir inhibisyon zonu géstermesi, govdenin bir iletim

organi olmasi bakimindan énemli bir sonugtur.
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Calisgilan C. acanthoides bitkisi ¢iceginin metanol o6ziiti diger bitki kisimlarina,
Ozltlerine ve suslara gore en fazla etkiyi B. subtilis’e kars1 gostermistir. C. acanthoides
tim kisim ve oziitleri, govdesinin aseton 0ziitii harig, S. aureus’a da etki gostermistir.

Ancak P. aeruginosa ve E. coli suslarina kars1 higbir etki gostermemistir.

C. arvense c¢igeginin tiim &zitlerinin genel olarak antimikrobiyal sonuglar: dikkat ¢ekici
olmamasina ragmen B. subtilis’e ve S. aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi gbzlenmistir.
P. aeruginosa’ya karsi ise sadece metanol oziitii etki gostermistir. P. aeruginosa ve E.
coli suslarina kars1 ise hi¢bir bitki kismi1 ve 6ziitiinlin etki géstermedigi saptanmustir.

C. arvense’nin tum yaprak Ozutleri, S. aureus’a kars1 etki gosterirken, B. subtilis’e kars1

sadece aseton 0zitl etki gostermistir.

Bitkinin govdesinin etanol ve aseton ozltleri B. subtilis’e karsi, yine etanol ve de

metanol 6zutleri S. aureus’a kars1 etki gostermistir.

Calismada C. solstitialis bitkisi ¢i¢eklerinin, tim 6zutlerinin B. subtilis ve S. aureus’a
kars1 etkili oldugu gézlemlenmistir. P. aeruginosa’ya karsi ise etanol ve metanol 6ziitii

etki gosterirken, E. coli suslarina karsi sadece etanol oziitii etki gostermistir.

Ayni bitkinin yapraklarinin yine tim Oziitleri B. subtilis ve S. aureus’a karsi etkili
olmustur. Ozellikle yaprak etanol Ozitiinin B. subtilis’e karst olan etkisi dikkat
cekicidir. Kanamisin (30 pg), Gentamisin (10 pg), Streptomisin (10 pg)’in B. subtilis’e
karsi olan etkisine yakin bir etki goriilmektedir. P. aeruginosa’ya karsi1 sadece metanol

0zUtu etki gosterirken, E. coli suslarina karsi sadece etanol 6ziitii etki gostermistir.

C. solstitialis bitkisi gdvdesinin etanol ve metanol Ozitleri B. subtilis’e, bunlara ek
olarak aseton Oziitleri de S. aureus’a karsi etkili olmustur. P. aeruginosa’ya karsi
herhangi bir inhibisyon zonu goriinmezken, E. coli susuna kars1 sadece etanol oziitii etki

gostermistir.
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C. albicans mayasma karsi ise tizerinde c¢alisilan higbir bitki kismi 0zuth etkili

olamamus, inhibisyon zonu gézlenmemistir.

Antimikrobiyal aktivite test sonuglari, bitkisel kokenli antimikrobiyal ajanlara karsi
Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilerden daha direncli oldugunu gosterir.
Mikroorganizmalarin Gram boyanma 0zelliklerinin, antimikrobiyal ajanlara karsi
gelistirdikleri direnclilik ile yakindan ilgili olduguna dair degisik gorisler mevcuttur.
Zaika’ya (1998) gore Gram (+) bakteriler, ucucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerine
karsi Gram (-) bakterilerden daha direncli iken, yapilan baska bir calismada (Deans ve
Ritchie 1987, Deans vd. 1995) Gram faktorinin inhibisyon Uzerinde daha az etkiye
sahip oldugu belirtilmektedir. Ancak bitkisel kokenli bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesine iliskin diger arastirmalar bitkisel kokenli antimikrobiyal ajanlara karsi
Gram (-) bakterilerin Gram (+) bakterilerden daha direngli oldugunu gostermektedir
(Sivropoulou vd. 1996, Aligiannis vd. 2001, Haznedaroglu vd. 2001, Karaman vd.
2001). Calismada kullanilan Asteraceae familyasinin 4 farkli tiiriine ait degisik bitki
kisimlarina ait 6zutlerden elde edilen sonuclara gore genel anlamda birer Gram (+)
bakteri olan B. subtilis’e ve S. aureus’a karsi daha etkili olduklar1 goériilmiistiir.
Ozellikle O. acanthium bitkisi yapragmin etanol dziitiiniin B. subtilis’e olan etkisinin
pozitif kontrol olan Kanamisin (30 pg), Gentamisin (10 ug), Streptomisin (10 ug)’e
gore daha etkin ve Tetrasiklin (30 pg)’e yakin etki gostermesi etken maddesinin
arastirilmasina 11k tutacak sonuclar olarak goriilebilir. Ayrica C. solstitialis bitkisinin
yapraklarinin etanol Oziitiniin yine B. subtilis’e karst olan etkisi dikkat g¢ekicidir.
Kanamisin (30 pg), Gentamisin (10 pg), Streptomisin (10 pg)’in B. subtilis’e karsi olan
etkisine yakin bir inhibisyon zonu gdstermesi de gelecekte yapilacak olan ayrintili

calismalar i¢in fikir verecek verilerdir.

Sonug olarak; ulkemiz florasinda yetisen bitkilerin antimikrobiyal ve antioksidan
etkileri bakimindan degerlendirilmesi buyik 6nem tasimaktadir. Calisma kapsaminda
yer alan bitkiler gibi Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen tirlerin, test edilen
mikroorganizmalara karsi farkli derecelerde antimikrobiyal etkileri oldugunun tespit

edilmesi ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi, bu bitkilerin radikal o6nleyici
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velveya temizleyici etkilerinin Oncelikle ila¢ sektorli olmak (izere degerlendirilmesi
bakimindan 6nem tasimaktadir. Antioksidan aktivite testlerinde DPPH yontemi bitki
Ozltlerinin serbest radikal temizleme yetenegini gosterir. Bu calismada degerlendirilen
bitkilerin 1Cso degerine gore, polar ¢cdzgen olan metanol 6zutlinln, antioksidan aktivitesi
yiiksek bulunmustur. Dogada bol olarak yetisen bu tlrlerin Gretimi ve hammadde
amach kullanimi  dustndlebilir.  Ancak  antioksidan  aktivitede  etken
maddenin/maddelerin saflastirilarak antimikrobiyal etkinin ve antioksidan aktivite etki

mekanizmasinin bundan sonraki ¢alismalar igin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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