T.C.
KASTAMONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Achillea millefolium subsp. millefolium ve Achillea nobilis subsp.
neilreichii (A. Kern.) Velen.’”den ELDE EDILEN UCUCU
YAGLARIN GC-MS ANALIZi VE ANTIMIKROBIYAL

AKTIVITELERI

Dilek Sultan BUTUROGLU

Danigman Dr. Ogr. Uyesi Kerim GUNEY
Jiiri Uyesi Prof. Dr. Fatmagiil GEVEN
Jiiri Uyesi Do¢. Dr. Mahmut GUR

YUKSEK LiSANS TEZI
ORMAN MUHENDISLIiGi ANA BiLiM DALI

KASTAMONU - 2019



TEZ ONAYI

Dilek Sultan BUTUROGLU tarafindan hazirlanan "Achillea millefolium subsp.
millefolium ve Achillea nobilis subsp. neilreichii (A. Kern.) Velen.’den Elde Edilen '
Ucucu Yaglarin GC-MS Analizi ve Antimikrobiyal Aktiviteleri" adli tez ¢aligmasi
asagidaki jiiri tyeleri oniinde savunulmus ve oy birligi ile Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi Orman Miihendislizi Ana Bilim Dal’nda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Danisman Dr. Ogr. Uyesi Kerim GUNEY
Kastamonu Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Fatmagiil GEVEN
Ankara Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Mahmut GUR
Kastamonu Universitesi

01/11/2019

Enstitti Mdiirii Do¢.Dr. Nur BELKAYALI

ii



TAAHHUTNAME

Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davrams ve akademik kurallar cercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagma eksiksiz atif
yapildigini bildirir ve taahhiit ederim.

Dilek Sultan BUTUROGLU

b

iii



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Achillea millefolium subsp. millefolium ve Achillea nobilis subsp. neilreichii (A.
Kern.) Velen.’den ELDE EDILEN UCUCU YAGLARIN GC-MS ANALIZI VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI

Dilek Sultan BUTUROGLU
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Orman Miihendisligi Ana Bilim Dali

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Kerim GUNEY

Bu calisma, Kastamonu-Ilgaz ve Tosya il¢esinde dogal olarak yetisen Achillea
millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) ve Achillea nobilis subsp. neilreichii
(A. Kern.)) Velen. (Binbiryaprak) taksonlarinin ugucu yag igerikleri ve 19
mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etkilerini belirlemek amaciyla yapilmstir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar patojen Bacillus subtilis, Enterococcus durans,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium,
Salmonella kentucky, Salmonella infantis, Salmonella enteritidis, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens ve Candida
albicans iizerinde test edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Achillea millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi),
Achillea nobilis subsp. neilreichii (Binbiryaprak), Antimikrobiyal etki, Ugucu yag,
GC-MS analizi.

2019, 40 sayfa
Bilim Kodu: 1205



ABSTRACT

MSc. Thesis

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND GC-MS ANALYSIS OF THE ESSENTIAL
OILS OBTAINED FROM Achillea millefolium subsp. millefolium AND Achillea
nobilis subsp. neilreichii (A. Kern.) Velen.

Dilek Sultan BUTUROGLU
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Forest Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kerim GUNEY
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1. GIRIS

1.1. Tibbi Bitkilerin Tarihgesi

Diinyada son 20 yili askin zamandan beri dogal maddelerin kullanimi artmuistir.
Dogal flora da bulunan ve yillarca deneyim sonucu belirlenen tibbi bitkiler insan
sagligina fayda saglamistir. Dogal bilimlerin gelismesi sonucu, antimikrobiyal etkisi
bulunan bitkilerin analizleri yapilarak etken maddeleri arastirilmistir (Vomel ve
Ceylan, 1993).

Bitkiler alemi uzun yillar siiren gelisme (evrimlesme) siireci igerisinde sasirtici
miktarda ve cesitlilikte cins ve tiirlerin olusmasina zemin hazirlamigtir. Yasama ve
soyunu siirdiirme ¢abas1 iginde biitiin bitkiler dismanlarini yok etmek veya birlikte
yasamak arzusuyla c¢ok miktarda ve gesitlilikte kimyasal madde olusturma
yeteneklerini artirmiglardir. Bu siire iginde ortadan kalkan basarisiz tiirlerin miktarini
bilmek imkansizdir. Ama su anda diinyada varolan bitkiler kiiglikten biiylige kadar
basarili olanlardir. Bitkilerle tedavinin ana bilesenlerini kimyasal maddeler
olusturmaktadir. Bu kimyasallar insan viicudunda bir takim degisikliklere yon
vermekte ve bazi hastaliklarin tedavi edilmesinde yararli olmaktadir. Ayrica insanlar
yiizyillar boyunca, hayvan hareketlerini gézlemleyerek veya deneme-yanilma yoluyla
insan sagligina hangi bitkilerin zararli veya yararli, hangilerinin yiyecek, hangilerinin
ise tedavi amaciyla kullanilabilecegini tespit etmis ve bu bilgiler siirekli nesilden

nesile aktarilarak bugiine kadar gelebilmistir (Acartiirk, 1996).

Bitkilerle tedavi metodu ¢ok uzun yillardan bu zamana tercih edilmektedir.
Gegmisten bugiine kadar Lokman Hekim'in yazilar1 ve hatta mitolojik 6liime care
buldugu diisiincesi, insanlarin dogada dogal olarak yetisen bu bitkilere ve bunlarla
yapilan ilaglara ilgisini bi hayli arttirmigtir. T1ibbi bitkilerin yetistirilmesi de ilmin
gelismesini ayni dogrultuda geligmistir. 19 yy. sonlarinda kimya biliminde biiyiik ve
ciddi gelismenin olmasi nedeni ile tibbi bitkilerin yetistirilmesi azalmis, lakin bu

bitkilere olan merak ve ilgi hi¢ eksilmemistir (Erdemir, 1998).



Bugiin ise diinyada 500.000’¢ yakin ¢igekli bitkilerin tiirlerinin bilindigi, bunlardan
20.000°e¢ yakinmin tibbi gayeler igin kullandigi, 4.000 civarinda bitkisel ilacin
bilingli bir sekilde tiiketildigi ve o6zellikle 500’¢ yakiminin gelir getirici olarak
ticaretinin yapildig1 kayda gec¢mistir (Baydar, 2007). Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) calismalarina gore de iyilestirici amagli kullanilan tibbi bitkilerin sayisi’nin
20.000 oldugu bilinmektedir (Kalaycioglu ve Oner, 1994). Bitkilerin
mikroorganizmalara zarar verici, 6ldiiriicii ve insan saghigina ciddi anlamda yararli
olan oOzellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir
(Vonderbank, 1949; Digrak vd., 1999).

Ugucu yaglar, bitkisel ana maddelerden su veya subuhari distilasyonu ile ayrilan, oda
sicakliginda sivi ya da bazen donabilen, ugucu, giiclii kokulu ve yagimsi
karisimlardir. Daha c¢ok koku ozelliklerinden faydalanilan ucgucu yaglar aym

zamanda antimikrobiyal etkiye de sahiptir (Tanker, 1992).

1.2. Asteraceae (Compositae) Familyasi

Papatyagiller (Asteraceae) familyasindaki bitkilerin ¢igeklerinin kompozit diizeni,
taksonomistlerin bu aileyi Compositae olarak tanimlamasina yol agmistir. Sinonim
olarak kullanilan Asteraceae familya ismi ise yildiz sekline benzer ¢igek kisimlari
olan bir cins Aster tiirtinden gelmektedir. Bakildiginda otsu, az miktarda ¢ali, agag ve
lian seklinde odunsu sarilic1 bitkilerdir. Bu aileye ait bitkilerin yapraklari basit veya
bilesik, stipulsuz, alternat, rozet seklindedir. Cigekler bas ya da kapitulum
durumundadirlar. Bunlarda bas kisimlari; ¢ok miktarda kii¢iik veya florat olarak

isimlendirilen ¢iceklerdir.

Asteraceae, ¢igekli bitkilerin en gelismis ve biiyiik ailesi olarak taninir. Diinyada
yaklasik 1.100 cins ve 25.000 tiirle bilinen kozmopolit bir familyadir. Tiirkiye'de 133

cins ve bunlara ait 1.156°dan fazla tirle temsil edilmektedir.



1.2.1. Achillea millefolium subsp. millefolium (Civanpercemi)

Civanper¢cemi Compositae familyasindan; akbasli, barsama otu, binbiryaprak otu,
marsama otu, beyaz civanpergemi, sari1 civanpergemi ve kandil ¢igegi olarak anilan
bir bitkidir. Bu sifali bitki diinyada ozellikle kuzey yarim kiirede genis yayilisa
sahiptir. Tirkiye'de 50 taksonla temsil edilen civanpergeminin bir ¢ogu tedavi igin
kullanilmaktadir (Sekil 1.1.). Cesitlerine gére, geneli 30-60 cm uzunlukta, 5-100 cm
yiikseklikte, yapraklar tiiylii ve daha ¢ok govdenin alt bolimiinde tiggenimsi olarak
dizilen ve bu sekliyle egrelti otuna benzerler. Cigek kisimlar1 beyaz, fildisi beyazi,
acik sar1 veya altin saris1 rengindedir. Cok yillik ve otsu bir bitkidir. Bitki ¢ayirda,
tarla ve yol kenarinda, agik alanda kiimeler halinde yayilis gosterir. A¢ik havalarda
etrafa aromal1 sert bir koku yayar. Cigeklerini ugucu yaglarin en yogun oldugu 6gle
saatlerinde toplamak gerekir (Baytop, 1984). Genellikle Mayis-Ekim aylar1 arasinda

bitkinin tepede diizlemsel bir baslikta demet halinde toplanmis ¢igekleri mevcuttur

(Gleason, 1952; Hutchens, 1969; Roland, 1969; Weiner, 1972).

T

el

Sekil 1.1. Achillea millefolium subsp. millefolium’un Tiirkiye’deki yayilisi

1.2.2. Achillea nobilis subsp. neilreichii (Binbiryaprak)

Binbiryaprak 50 cm’ye kadar biiyiiyebilen ¢ok yillik bir bitkidir. Krem beyazi ya da
sar1 ¢iceklere sahiptir. Avrasya bitkisi olup Avrupa’nin cogu bolgesine
yayillmistir. Tiirkiye'de Ege, I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgelerinde yerel olarak
bulunmaktadir (Sekil 1.2.). Yapraklar ve govde yumusak tiiylerle kaplidir. Yapraklar
tabanda bir rozet olusturur.



Tohumlarmi Agustos ile Eylil aylari arasinda olgunlastirir. Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda ¢igek acar. Gegirgen, nemli ya da kuru topragi, giinesli veya yari

golgeli bolgeleri, kumlu ve Killi topraklar: tercih eder. Orman agikliklari, yamag ve

cayirlarda yayilis gosterir.

Ty

—

Sekil 1.2. Achillea nobilis subsp. neilreichii’nin Tirkiye’deki yayilisgt


https://kocaelibitkileri.com/flower/haziran/
https://kocaelibitkileri.com/soil/gecirgen-toprak/
https://kocaelibitkileri.com/soil/nemli-toprak/
https://kocaelibitkileri.com/soil/kuru-toprak/
https://kocaelibitkileri.com/soil/tam-gunes/
https://kocaelibitkileri.com/soil/yari-golge/
https://kocaelibitkileri.com/soil/yari-golge/
https://kocaelibitkileri.com/habitat/kumlu-toprak/
https://kocaelibitkileri.com/habitat/killi-toprak/
https://kocaelibitkileri.com/habitat/acik-orman/
https://kocaelibitkileri.com/habitat/yamac/
https://kocaelibitkileri.com/habitat/cayir/

2. YAPILAN CALISMALAR

Kiiltiire edilmis civanpergeminin ugucu yag Ozelliklerini belirlemeye yonelik
calisma da 6zellikle diinyada eczacilik alaninda ve ekonomik olarak 6nemli iki alt tiir
olan Bulgaristan kokenli Achillea asplenifolia ve Achillea collina ile Tiirkiye kokenli
Achillea millefolium subsp. millefolium ve Achillea millefolium subsp. pannonica
kiiltiire alinmasi, verim ve kalitelerinin belirlenmesi, ekonomik olarak degerli olan
Bulgaristan kokenli tiirlerde belirgin genotiplerin saptanmasi, bunlarin ugucu yag
miktar1 ve igerigiyle birlikte degerlendirilmesi amaglanmistir. Ugucu yag oranlarinin
birinci y11 %0.15-0.44, ikinci y1l %0.27-0.78 arasinda fark gosterdigi belirlenmistir.
Arastirmada Achillea millefolium’un ugucu yag oran1 %3 ve ana bilesenin artemisia
alcohol (%37.2) oldugu belirlenmistir(Bayram vd., 2013).

Diger bir ¢alismada, Achillea millefolium’un (Asteraceae) esansiyel yagi ve metanol
ekstraktlarinin in vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirildi. Toplam
ugucu yagin GC-MS analizi sonucu %90.8'ini olusturan 36 bilesik tespit edilmistir.
Okaliptol, kafur, a-terpineol, B-pinen ve borneol yagmn %60.7'sini olusturan ana
bilesenlerdir. Ugucu yag, C. albicans, S. pneumoniae, C. krusei, M.smegmatis,
A. lwoffii ve C. perfringens'ye karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken, metanolik
oziitlerin suda ¢oziinmeyen kisimlari yok denecek kadar az aktiviteye sahiptir. Bu
caligma, Achillea millefolium'un ugucu yagmin antimikrobiyal ozelliklere sahip
oldugunu dogrulamaktadir (Candan vd., 2003).

Bu calismada, Himalaya’larda iki farkli yiikseklikte (1600m, 2850m) ve Jammu
bolgesinde (300 m) disiik rakimda yayilis gosteren Achillea millefolium’un
popiilasyonlarinda esansiyel yag cesitliligi incelenmistir. Populasyonun iki farkli
ekotipi temsil ettigi ortaya kondu. Birincisi 1,8 sineol tipi, digeri yaglarinda ve mono
ve seskiterpen igeriginde kayda deger farkliliklar bulunan borneol tipi. Tim bu
habitatlardan gelen popiilasyonlar, cesitli bilesenlerde énemli bir benzesme oldugu
ortaya konmustur Ki ana bilesenlerin -pinen (%210,6 -%17,7), 1,8-sineol (%3,0 -
%15,1), borneol (%0,2 -%12,1) ve pB-karyofilen (%8,5 -%16,2) oldugu tespit
edilmistir (Agnihotri vd., 2005).



Bu ¢aligmada, A. millefolium bitkisinin kurutulmus 6rnekleri su buhart distilasyonu
ve SDE ekstraksiyon ile elde edilen ugucu yaglart GC-MS ile analiz edildi. Elde
edilen sonuglarda altmis alt1 bilesen tanimlanmistir. Ana bilesenler B-pinen (%14.9-
29.2), sabinen (%2.9-17.6), 1,8-sineol (%6.9-18.3), B-caryophyllene (%3.3-6.2), (E)-
nerolidol (%0.5-6.4), guaiol (%0.3-11.8) ve chamazulen (%0.1-13.3)’dir.
Monoterpen fraksiyonu, toplam yagmn % 41-61'i olarak bulunmustur. Damitma
siiresini 0.5 ila 3 saat arasinda artmasi, yag verimini artirmustir. Iki saat damitildiktan
sonra yag verimi 2-4 mg/g olarak tespit edilmistir. Cigeklerden elde edilen yag
verimi yapraklardan iki kat daha yiiksek olarak bulunmustur (Orav vd., 2001).

Bu c¢alismada, Achillea millefolium bitkisinin ¢iceklerinden elde edilen su buhari
distilasyonunda taze agirlik bazinda %0.014 (h/h) ugucu yag elde edilmistir. Ugucu
yagin GC-MS analizinde % 97'sini temsil eden 86 bilesen tanimlanmistir. Kafur
(%28), 1,8 sineol (%12), germacren D (%12) ve cis krizantenil asetat (%8) ana
bilesenlerdir. Sonucglar literatiirde belirtilenlerle biiylik 0Olgiide  degisiklik
gostermektedir (Shawl vd., 2002).

Bu ¢alismada, Achillea millefolium’un ugucu yagi ve kuru madde oraninin %0.4-1.6
arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur. Ugucu yag verimliliginin en yiiksek oldugu

zamanin ¢igeklenme donemi oldugu kaydedilmiltir (Karlova vd., 2005).

Litvanya florasinin 14 farkli alandan toplanan Achillea millefolium bitkisinin yaprak
kistminin 6rneklerinden elde edilen ugucu yaglarinda ¢igek kisminda %0.15-0.55,
yaprak kisminda ise %0.06-0.19 arasinda fark gosterdigi tespit edilmistir. Bulunan
veriler Litvanya’ da Achillea millefolium popiilasyonunun &nemli bir kimyasal
maddelerin birden fazla kristal yapiya sahip olma olaymnin varligini gostermistir.
Calismada ugucu yaglarin en 6nemli bilesenlerin B-pinen, (%0.33-62.29); B-mirsen,
(%0.05-69.76); a-fellandren, (%0.13-29.96; 1,8-sineol, %2.30-21.57) ve kamalzulen,
(%0.08-30.70) oldugunu saptamislardir (Gudaityt vd., 2007).

Bu calismada, Iran iklim kosullarinda 6 farkli Achillea tiiriiniin ucucu yaglari
aragtirilmigtir. 10 farkl ilden eide edilen bitkilerin yag oranlart Achillea millefolium:
%0.63-0.15, Achillea filipendulina: %0.55-0.72, Achillea biebersteinii: %0.41-2.7,



Achillea santolina: %0.1-0.6, Achillea tenuifolia: %0.15-0.83 ve Achillea eriophora:
%0.2-0.4 araliginda oldugunu bulunmustur. Bu c¢alismada ugucu yag oranlarinin

iklim kosularinin etkili oldugu tespit edilmistir (Rahimmaleka, 2009).

ftalya’dan toplanan Achillea millefolium'dan elde edilen ugucu yaglar, yiiksek
miktarda a-asaron (siiper kritik karbokdioksit ekstraksiyonu oziitiinde %25.6 ve su
distilasyonu ile elde edilen yagda %33.3), B-bisabolen siiper kritik karbokdioksit
ekstraksiyonu oziitlinde %27.3, su distilasyonu ile elde edilen yagda %16.6) ve a-
pinen ile karakterize edildi (siiper kritik karbokdioksit ekstraksiyonu oziitiinde %10-
su distilasyonu ile elde edilen yagda %17,0). Portekiz’de toplanan Achillea
millefolium'un kimyasal bilesimi trans-thujone %31.4, italya’da toplanan trans-
thujone %29.0 yine Portekiz’de toplanan 6rneklerde trans-krsantenil asetattan %19.8,
ftalya’da toplanan 6rneklerde %15.8 ve son olarak Portekiz’de toplanan drneklerde
B-pinen %1.2, italya’da toplanan &rneklerde %11.1 tespit edilmistir. Sonuglar, italya
ve Portekiz’deki Achillea millefolium'un farkli kemotiplere ait oldugunu gostermistir.
Daha once baska iilkelerden bildirilen Achillea millefolium ugucu yaglar ile
karsilastirildiginda, bu yaglarin digerlerinden de oldukga farkli oldugu goriilmiistiir
(Falconieri vd., 2011). Son zamanlarda, Litvanya'daki ondort habitatta yapilan
arastirmada ana bilesenlere gore ugucu yaglarin alti kemotipte ayrildigi tespit
edilmistir: (a-pinen, B-pinen); (B-caryophylllen, 1,8-sineole, a-phellandrene); (B-
pinen, a-phellandrene, chamazulene); (B-mirsen); (B-pinen, kafur, trans-nerolidol);
(B-pinen) (Gudaityt vd., 2007). Hindistan'da toplanan bitkilerde sadece iki kemotip
tanimladi; borneol ve 1,8-sineol (Agnihotri vd., 2005). A. millefolium’un ugucu
yaglarin ana bilesenleri olarak B-kardiyofilen, germacren-D, chamazulen, B-pinen,
sabinen ve 1,8-sineol bildirdi (Orav vd., 2001). Ayrica Norveg'te sabinen’in,
Estonya'da B-pinen’in, Sibirya'da B-pinen ve sabinen’in hakim oldugu gorilmustiir.
Portekiz'de, Lizbon Botanik Bahg¢esi'nden elde edilen bitkilerden elde edilen A.
millefolium ugucu yaginda ana bilesenin 1,8-sineole oldugu tespit edilmistir
(Figueiredo vd., 1992).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Bu c¢alismada Asteraceae familyasina ait bitki taksonlarinin  ugucu yaglar
calistlmistir. A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) ve A. nobilis subsp.
neilreichii (Binbiryaprak)’dir. Ornek bitki olan A. millefolium subsp. millefolium
(Civanpergemi) Kastamonu ilinin Ilgaz eteklerinden toplanmis olup, rakimi
2100m’dir. A. nobilis subsp. neilreichii (Binbiryaprak) yine Kastamonu ilinin Tosya

ilcesinden Kosdag Isletme Sefligi sinirlarindan toplanmis olup, rakimi 2000m’ dir.

3.1.2. Mikrobiyal Materyal (Mantar ve Bakteriler)

Arastirmada kullanilan Gram pozitif bakteri suslari: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044, Bacillus subtilis DSMZ 1971
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus durans,
Listeria innocula, Listeria monocytogenes (Tablo 3.1.). Gram negatif bakteri suslari:
Serratia marcescens, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071, Pseudomonas fluorescens P1,
Salmonella typhimurium SL 1344, Salmonella kentucky, Salmonella infantis,
Salmonella enteritidis ATCC 13075, Klebsiella pneumoniae ATCC 7544 ve mantar:
Candida albicans DSMZ 1386 (Tablo 3.2.). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
ait ozellikler Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’de gosterilmistir. Standardi olmayan gidadan
izole edilmis ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii tarafindan

temin edilmistir.



Tablo 3.1. Gram pozitif bakterilerin siniflandiriimast

Gram Pozitif Bakteriler

Isim Morfoloji

Aktarim Bolgeleri

Enfeksiyon Tiirii

Uziim benzeri

Staphylococci salkim koklar

Deri, burun
delikleri/endojen, frontal
baglanti, atmosfer havasi

Yumusak doku, kemik,
eklem,

endokardit, gida
zehirlenmesi

GI bolgesi, endojen,

. Ciftli koklarz v UTI, GI, kateterle iliskili
Enterococci . frontal .
incirler N Enfeksiyonlar
Baglanti
Sarbon hastaligi, gida
Bacilli Cubuk ve spor Toprak, hava, su, zehirlenmesi,

olusturan

hayvanlar/aerosol, baglanti

kateterle iliskili
enfeksiyonlar

Tablo 3.2. Gram Negatif bakterilerin siniflandiriimast

Gram Negatif Bakteriler

Isim Morfoloji Aktarim Bolgeleri Enfeksiyon Tiirii
Enterobacteriaceae (E. Gl bolgesi, hayvanlar / Diyare, bosaltim bolgesi,
coli, Klebsiella, Cubuk endojen, gida
Salmonella, Shigella) fekal-oral zehirlenmesi, sepsis

Pseudomonas Cubuk

Su, toprak/endojen, cilt
bariyeri
Catlagi

Immiinitesi zayiflamis
konakgidaki
enfeksiyonlar,

Kistik fibrosis

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin Temini ve Hazirlanmasi

Bu arastirmada gerekli mikroorganizmalar (bakteriler ve mantar) Kastamonu

Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvarin’dan

temin edilmistir.

Enterobacter spp., ozellikle E. cloacae ve E. aerogenes alt solunum yolu
enfeksiyonlari, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, karin
ici enfeksiyonlar, septik artrit, kemik iligi iltihabi ve goz enfeksiyonlarimi da

kapsayan ¢esitli enfeksiyonlardan sorumlu onemli hastane kaynakli patojenlerdir

(Fraser vd., 2009). Antibiyotiklerle tedavi edilebilmektedirler.



Salmonella tiirleri, bagirsak kolonizasyonu ve diski ile sagilmasi gida amagh
kullanilan kanathi hayvanlarla kolayca insan besin zincirine girerek insanlarda
gastroenteritisten  sistemik infeksiyonlara kadar bircok hastaliin nedeni
olabilmektedir. Kanatli asilama programlari Salmonella kontrol programlari iginde

onemli bir yere sahiptir.

Listeria monocytogenes insan ve hayvanlarda hastaliklara neden olan bir patojen
bakteridir. Ozellikle 1980°li yillarda insanlarda goriilen listeriozis olaylari sonrasi
yapilan caligmalarda, bakterinin insanlara gida yoluyla bulastigi saptanmis ve 6nemli
bir gida patojeni oldugu ortaya konmustur. Listeria monocytogenes insanlarda
merkezi sinir sistemini de etkileyerek (meningitis) hastalik tablosu olusturmaktadir

(Bell vd., 2002).

Klebsiella pneumoniae hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir
patojendir, tedavide kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna direng gosterir (Brooks vd.,
2014).

3.2.2. Bitki Taksonlarinin Temini ve Ucucu Yagin Elde Edilmesi

Bu tez calismasinda ugucu yagi calisilan bitkilerin tiirleri, kullanilan boliimleri,
mevkileri, toplanilma tarihleri ve kullanilan bdliimleri Tablo 3.3.’de gdsterimi
yapilmistir. Toplanilan her iki tiiriinde herbaryum 6rnekleri hazirlanmis ve teshisleri
Kastamonu Universitesi Orman Fakiiltesi Dr. Ogr. Uyesi Kerim Giiney tarafindan

yapilmustir.

Tablo 3.3. Bitki tiirleri, lokaliteleri, rakimi, kullanilan kistmlari ve toplanma tarihi

Bitki Ismi Toplanilan iV/ilce Kullanilan Kisim T_?_g:_?m a Mevki
Achillea n_ullefo_llum Kastamonu/llgaz Cigek 16.08.2018 Zirve
subsp. millefolium
Achillea nobilis Kastamonu/Tosya Cicek 12.04.2019 Kosdag

subsp. neilreichii

Tablo 3.3’de ismi gecen tiirlerin tabloda belirtilmis olan tarihlerde arasinda

toplandiktan hemen sonra c¢icek kisimlar1 ayiklanip ufak parcalar halinde gelecek
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sekilde mikserden gegirilerek isleme aligmistir (Fotograf 3.1., Fotograf 3.2., Fotograf
3.3.), daha sonra su buhar distilasyonu yontemiyle ucucu yaglar1 elde edilmistir.
Elde edilen yaglar 5 giin igerisinde uygulanacak mikrobiyal testleri i¢in dolapta
+4°C’de steril tiiplerde dzelliklerini yitirmemeleri icin korunmustur (Fotograf 3.5.,

Fotograf 3.6.).

Fotograf 3.1. Aragtirma materyalinin araziden toplanmasi
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Fotograf 3.3. Arastirma materyalindeki yabanci objelerin ayiklanmasi
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Fotograf 3.4. Clevenger ugucu yag cihazi

A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) ve A.nobilis subsp. neilreichii
(Binbiryaprak) ¢igek kisimlar1 Clevenger Cihazi kullanilarak su buhari distilasyonu

yontemiyle ucucu yag elde edilmistir (Fotograf 3.4.)
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Fotograf 3.5. Bakteri iiretim etiivii

Fotograf 3.6. Steril kabini
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Fotograf 3.7. Achillea nobilis subsp. neilreichii ugucu yagi

Fotograf 3.8. A. millefolium subsp. millefolium ugucu yag:
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Ucucu yag verimliligi agisindan degerlendirildiginde; 1 kg A. millefolium subsp.
millefolium (Civanper¢emi) ciceginden 2,00 ml ugucu yag elde edilmistir. Ugucu
yag verimliligi agisindan degerlendirildiginde; 1 kg A. nobilis subsp. neilreichii
(Binbiryaprak) ciceginden 2,5 ml ugucu yag elde edilmistir (Fotograf 3.7., Fotograf
3.8).

3.2.3. GC-MS Analizi

Bu c¢alismada adi1 gecen bitkilerin kimyasal bilesiklerin belirlenebilmesi i¢in, birer
birer biitiin numuneler Rtx-5MS kapiler kolon ile donatilmis GC/MS QP 2010 Ultra
(Shimadzu) ile analiz sonuglarina varilmistir (30m-0,25 mm; kaplama kalinligr 0,25
um). Analitik kosullar : enjektdr sicakligr 250°C, 1 ml/dk olarak tasiyict gaz Helyum,
enjeksiyon modu: split orani 1:10; enjekte edilen hacim: heksan i¢inde ¢ozlinmiis yag
1 ul; ve firm sicakligi 4°C/dk olarak 40°C’den 240°C’ye gore hazirlanilmustir,
basing: 100 kPa, tahliye akimi: 3 ml/dk dir. Kullanilan MS tarama kosullari, transfer
hatt1 sicaklig1 250°C, ara birim sicaklig1 250°C, iyon kaynagi sicakligi 200°C olarak
ayarlanilmistir. Bilesenlerin belirlenmesi; alikonma siiresinin kiyaslanmasi1 ve Wiley
Veri tabani eslestirmesine dayandirilmaktadir. Olabildigince, referans bilesenleri GC

durdurulma zamanlamalarini test etmek tizere kromatografisi alinmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal Etkinlik

3.2.4.1. Mikroorganizmalarin hazirlanmast

Antimikrobiyal = duyarlilik testlerin yapilabilmesi i¢in hazirlanan  bakteri
siispansiyonlarinda bakterinin adet sayisi belli olmas1 gerekir. Bakterilerin numune
tiiplerinde yapilan %0,9 ’luk serum fizyolojikteki sayilar1 ile paralel olusturdugu
bulanikligin McFarland baryum siilfat bulaniklik standartlar1 ile karsilagtirilip
esitlenmesiyle, yapilan aragtirmanin standart ve tekrarlanabilir degerlendirmenin

yapilmas1 hedef olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bakteri 6rneklerinden inokulum hazirlanma evresinde,
kat1 besiyerlerinde 24 saat bekletilmis kiiltiirlerden ayn1 goriintimlii koloniler steril

Ozeyle steril serum fizyolojik icine konmustur ve inokulum bulanikligi 0,5
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McFarland standartlarina gore belirlenmistir ve bakteriyel siispansiyonlar igin
yaklastk 1x10® kob/ml, fungal siispansiyon ise yaklastk 1x107 kob/ml
mikroorganizma olacak sekilde standardize edilmislerdir. Daha sonra ise steril
tiiplerin tizerine bakteri ve mantar isimleri yazilmis kullanilmadan 6nce votreks ile

kiyaslama yapilmustir.
3.2.4.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)

MIK testi Minimum inhibisyon konsantrasyonu kelimelerinin bas harfleri ile
kisaltilmig halidir ve herhangi bir antimikrobiyal ajanin etken konsantrasyonunu
belirlemek i¢in kullanilan yontemdir, en diisiik Onleyici konsantrasyon anlamina
gelmektedir. MIK testinin asil amaci etken maddelerin seri diliisyonlarinin yapilmasi
ile birlikte bir konsantrasyon serisi olusturmak ve bu seri icinde hangi araliklarla
mikrobiyal liremenin inhibe edildigine bakilmasiyla antimikrobiyal ajanin etken
konsantrasyonunu belirtmektir. Oncelikle distilasyonla elde edilen ugucu yaglar steril
siringalara ve 0,45 pm’lik siringa filtre kullanilarak yaglar igerisindeki olasi
zararl/farkli bakterilerden armdirilarak yapilmasina 6zen gosterilmistir ve yaglarin
sterilizasyonu saglanmigtir. MIK testlerinde 96 kuyucuklu streril plakalar
kullanilmasiyla mikrodiliisyon ile antimikrobiyal ajanlarin etken konsantrasyon
belirlenmesi igin galisilmistir. Hazirlanmig steril Nutrient Broth 18 (NB) sivi besi
yerinden 100’er pg bulunacak sekilde biitiin kuyuculara mikropipet yardimiyla
yerlestiriledaha rek sonra ilk kuyucuga ilgili bitkilerden elde edilmis ugucu yaglardan
100 pg transfer edilmis ve her defasinda yar1 yariya seyreltme yapilarak her bir
ucucu yagin 10 adet seri diliisyonu ulasilmistir. Son olarak ise 10 kuyucuga esit
miktarda 50 pg inokulumdan inokiile edilmistir. Her seri diliisyon 11. kuyucuga bir
adet pozitif kontrol (NB + inokulum igeren kuyucuk) ve bir adette negatif kontrol
(sadece NB besi yeri iceren kuyucuk) 12. kuyucuga birakilmistir (Tablo 3.4.).
Yapilan tiim oOrnekler ii¢ paralel olarak ayni sekilde calisilma yapilmistir. Yapilan
calismadaki plaklardaki bakteri drnekleri etiivde 37°C’de 24 saat, fungal drnek
(Candida albicans) ise etiivde 27°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra gozle
bakildiginda iiremelerinin oldugu en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak

belirlenmistir.
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Tablo 3.4. MIK testi kuyucuk analizi

1. Kuyucuk 100 pg ucucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

2. Kuyucuk 50 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

3. Kuyucuk 25 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

4. Kuyucuk 12,5 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

5. Kuyucuk 6,25 g ucucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

6. Kuyucuk 3,125 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

7. Kuyucuk 1,562 ng ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

8. Kuyucuk 0,781 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

9. Kuyucuk 0,39 pg ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

10. Kuyucuk 0,195 ng ugucu yag + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus

11. Kuyucuk 100 pg besiyeri + 50 ml patojen bakteri yada
patojen fungus (+kontrol)

12. Kuyucuk 100 pg besiyeri (- kontrol) olacak sekilde
yapilmigtir.

3.2.4.3. Minimum bakterisidal/fungisidal konsantrasyon (MBK, MFK)

MIK testinde iiremenin gozlenmedigi kuyucuklardan steril 6ze ile alinan fungal
ornekle ile birlikte bakteri Ornekleri Nutrient Agar kati besiyerine c¢izgi ekimi
yontemi kullanilarak yapilmustir. Ekilen bu bakteriyel érnekler ise 37°C’de 24 saat,
fungal 6rnek ise 27°C’de 48 saat diliminde inkiibe edildikten sonra iiremenin
gozlenmedigi en diisiik konsantrasyon fungal icin ise MFK degeri, bakteriler i¢in

MBK degeri olacak sekilde belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. GC-MS Bulgular

A. millefolium subsp. millefolium (Civanper¢emi) ve A.nobilis subsp. neilreichii
(Binbiryaprak) ugucu yaglarinin GC-MS analizleri ile sonuglarina ulasilmistir ve
Tablo 4.1.-4.2.°de gosterimi yapilmistir. Tabloda varligr %3 ve {istii olan bilesikler

ana bilesikler olarak se¢im yapilmistir.

4.1.1. A. millefolium subsp. millefolium ait GC-MS Bulgular

A. millefolium subsp. millefolium (Civanper¢emi)’in GC-MS analizinde toplamda 50
farkl1 bilesen tespit edilmis olup %1 nin iistiinde ¢ikan kimyasal madde sayis1 16’dur.
Bunlar; %22.02 Heptan-2-Ol, %17.90 1,8-Sineole, %16.24 (+)-2-Bornanone, %5.95
.alpha.-Terpineol, %4.00 3-Cyclohexen-1-ol,4-methyl-1-(1-methylethyl)- (Cas),
%3.36 .beta.-Phellandrene, %2.98 Camphene (Cas), %2.58 Caryophyllene oxide,
%2.38 .Alpha.-pinene, (-)-, %1.66 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, %1.66 Thujone
<alpha->,%1.64 Alloaromadendrene oxide-(1), %21.52 Lavandulyl acetate, %1.42
Pinene <beta->, %1.19 methanol, de cahydro-.alpha.,.alpha.,4a-trimethyl-8-
methylene-, [2R-(2.alpha.,4a.alpha), %1.06 .gamma.-Terpinene dir (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1. A. millefolium subsp. millefolium’un ugucu yaglarina ait GC-MS kromatogram
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Tablo 4.1 A. millefolium subsp. millefolium ’a ait GC-MS analizi

No % Bilesen Kimyasal Bilesenler
1. 0,24 Tricyclene
2. 0,25 Thujene <alpha->
3. 2,38 .Alpha-Pinene,(-)-
4, 2,98 Camphene (Cas)
5. 0,14 Benzaldehyde
6. 3,36 .beta.-Phellandrene
7. 1,42 Pinene <beta->
8. 0,19 1-Octen-3-ol
9. 0,12 2,3-Dehydro-1,8-cineole
10. 0,13 Carbamic acid, N-phenyl-, 1,5-dimethyl-1-vinyl-4-hexenyl ester
11. 0,57 Terpinene <alpha->
12. 17,90 1,8-Cineole
13. 1,06 .gamma.-Terpinene
14, 0,34 trans Sabinene hydrate
15. 0,38 .Alpha.-Terpinolene
16. 0,28 Sabinene hydrate <cis->
17. 1,66 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
18. 1,66 Thujone <alpha->
19. 0,51 1-Terpineol
20. 16,24 (+)-2-Bornanone
21. 0,75 3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-hexahydrobenzofuran
22. 0,42 Pinocarvone
23. 22,02 Bicyclo[2.2.1]Heptan-2-ol, 1,7,7-Trimethyl-
24. 4,00 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- (Cas)
25. 5,95 .alpha.-Terpineol
26. 0,31 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, cis-
27. 0,69 2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
28. 0,55 2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
29. 0,48 Carvone
30. 0,08 Geraniol
31. 1,52 Lavandulyl acetate
32. 0,24 Jasmone <(Z2)>
33. 0,71 Trans(.Beta.)-Caryophyllene
34. 0,23 Germacrene D
35. 0,33 Neryl (S)-2-methylbutanoate
36. 0,21 Cadinene <delta->
37. 0,13 Nerolidyl acetate
38. 0,17 3,9-Dimethyltricyclo[4.2.1.1(2,5)]decan-9-ol
39. 0,08 Nerolidol
40. 0,37 Isocaryophyllen
41. 2,58 Caryophyllene oxide
42. 0,36 Limonen-6-ol, pivalate
43. 0,48 Caryophyllene oxide
44, 1,64 Alloaromadendrene oxide-(1)

methanol,  decahydro-.alpha.,.alpha.,4a-trimethyl-8-methylene-,  [2R-
45. 1,19

(2.alpha.,4a.al
46. 0,61 Caryophyllene oxide
47, 0,76 Alpha-Bisabolol
48. 0,82 Andrographolide
49, 0,19 Heptadecanal
50. 0,34 Pentacosane

100
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4.1.2. A. nobilis subsp. neilreichii ait GC-MS Bulgular:

Achillea nobilis subsp. neilreichii (Binbiryaprak)’in GC-MS analizine gore toplamda
50 farkl1 bilesen tespit edilmis olup %1 nin {istiinde ¢ikan kimyasal madde sayis1 29
’dur. Bunlar; %9.65 Eudesmol <beta->, %7.73 4,7,7-Trimethylbicyclo[3.2.0]hept-3-
en-6-one, %6.49 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, %6.27 1,8-Cineole, %6.04
Chrysanthenyl Acetate, %5.19 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-
(Cas), %4.60 p-menth-2-en-1-ol, %4.07 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-,
exo- (Cas), %3.71 chrysanthenone, %3.57 Viridiflorol, %3.49 Lavandulyl acetate,
%2.91 Pinene <alpha->, %2.68 Verbenol, %2.03 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-
methylethyl)- (Cas), %1.91 chrysanthenone, %21.96 (+)-2-Bornanone, %21.94
cubedol, %1.62 Guaiol, %1.47 .alpha.-Terpineol, %1.46  Trans-8-
Isopropylbicyclo[4.3.0]-3-Nonene, %1.33 Pinene <beta->,% 1.33 Geranyl
propanoate, %1.25 Germacrene-D, %1.14 Neryl (S)-2-methylbutanoate, %1.11 2-
Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethenyl)-, (S)-, %1.08 Geranyl isovalerate,
%1.07 Heptane, 6-Methyl-2-P-Tolyl-, %21.04 Phosphonous dichloride, (1,7,7-
trimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl)-,  %1.03 1-Cyclohexene-1-acetaldehyde, 2,6,6-
trimethyl- ‘dir (Grafik 4.2.).

22



30.

=
— e |
B=
B
— A
—— |
"ﬁ_
B=
=
=
b
=3
§' L
g [ <
2 —
¢ 88 &8 & & & <
Z 8 = = = = =
g3 2 & & S "

Grafik 4.2. A. nobilis subsp. neilreichii ‘in ugucu yagina ait GC-MS kromatogram

23



Tablo 4.2. A. nobilis subsp. neilreichii’e ait GC-MS analizi

No % Bilesen Kimyasal Bilesenler

1. 0.21 1,3-Cyclopentadiene, 5,5-dimethyl-2-ethyl-

2. 2.91 Pinene <alpha->

3. 0.44 Camphene

4. 0.70 Sabinene

5. 1.33 Pinene <beta->

6. 0.38 Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-ethanol, 6,6-dimethyl-

7. 0.30 Terpinene <alpha->

8. 0.53 Cymene <para->

9. 6.27 1,8-Cineole

10. 0.45 .gamma.-Terpinene

11. 7.73 4,7,7-Trimethylbicyclo[3.2.0]hept-3-en-6-one

12, 6.49 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

13. 1.91 Chrysanthenone

14, 4.60 p-menth-2-en-1-ol

15. 3.71 Chrysanthenone

16. 0.73 Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-dimethyl-2-methylene- (CAS)

17. 0.67 Menth-2-en-1-ol <trans-, para->

18. 1.96 (+)-2-Bornanone

19. 0.49 (S)-cis-Verbenol

20. 0.43 trans-chrysanthemol

21, 2.68 Verbenol

22. 4.07 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, exo- (CAS)

23. 2.03 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- (CAS)

24, 1.47 .alpha.-Terpineol

25. 0.35 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, cis-

26. 0.71 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, trans-

27. 5.19 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethyl)- (Cas)

28. 6.04 Chrysanthenyl Acetate

29. 1.11 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethenyl)-, (S)-

30. 0.42 3,6-Octadienoic acid, 3,7-dimethyl-, methyl ester, (2)-

31. 3.49 Lavandulyl acetate

32. 0.64 Eugenol

33. 1.33 Geranyl propanoate

34. 1.25 Germacrene-D

35. 1.14 Neryl (S)-2-methylbutanoate

36. 1.08 Geranyl isovalerate

37. 0.60 Cadinene <delta->

38. 1.07 Heptane, 6-Methyl-2-P-Tolyl-

39. 3.57 Viridiflorol

40. 0.45 Ledol

41. 1.46 Trans-8-1sopropylbicyclo[4.3.0]-3-Nonene

42. 1.94 Cubedol

43. 1.62 Guaiol

44, 9.65 Eudesmol <beta->

45, 0.60 .beta.-bisabolol

46. 0.82 Longipinocarveol, trans-

47. 0.56 Benzene, (2-iodoethyl)- (Cas)

48. 1.03 1-Cyclohexene-1-acetaldehyde, 2,6,6-trimethyl-

49, 0.37 Bicyclo[3.1.1]hept-2-en-4-ol, 2,6,6-trimethyl-, acetate

50. 1.04 Phosphonous dichloride, (1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl)-
100.00
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4.2. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Etkinligi

Arastirmanin bu boliimiinde 2 farkli bitki taksonundan su buhari distilasyonu ile elde
edilen ugucu yaglar on dokuz mikroorganizmaya (Gram-pozitif, Gram-negatif
bakteriler ve Candida albicans susu) karsi uygulanmis, MIK ve MBK, MFK
degerleri Tablo 4.3., 4.4.,4.5.de verilmistir.

4.2.1. Bitki Orneklerine ait Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIiK)

Degerleri

Tablo 4.3. Bitki taksonlarina ait MIK degerleri (ug/ml)

Bitki Tiirleri
Mikroorganizma A.millefolium subsp. millefolium A. nobilis subsp. neilreichii
Enterobacter aerogenes 0,39 1,562
Salmonella infantis 0,39 3,125
Listeria monocytogenes 0,781 1,562
Klebsiella pneumoniae 0,781 0,781
Pseudomonas aeruginosa 0,195 0,195
Pseudomonas fluorescens 1,562 1,562
Salmonella kentucky 0,195 0,781
Enterococcus faecalis 0,39 3,125
Listeria innocua 0,39 3,125
Salmonella enteritidis 0,195 0,781
Enterococcus durans 0,195 0,195
Salmonella typhimurium 0,39 1,562
Candida ablicans 3,125 1,562
Enterococcus faecium 0,39 6,25
Staphylococcus aureus 0,781 0,195
Staphylococcus epidermidis 0,781 3,125
Bacillus subtilis 0,39 0,781
Escherichia coli 0,781 1,562
Serratia marcescens 3,125 1,562
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4.2.2. Bitki Orneklerine ait Minimum Bakterisidal/Fungusidal Konsantrasyon

(MBK, MFK) Degerleri

Tablo 4.4. Bitki taksonlarina ait MBK, MFK degerleri (ug/ml)

Bitki Tiirleri

Mikroorganizma A.millefolium subsp. millefolium A.nobilis subsp. neilreichii
Enterobacter aerogenes 0,39 1,562
Salmonella infantis 0,39 3,125
Listeria monocytogenes 0,781 1,562
Klebsiella pneumoniae 0,781 0,781
Pseudomonas aeruginosa 1,562 12,5
Pseudomonas fluorescens 1,562 1,562
Salmonella kentucky 0,195 0,781
Enterococcus faecalis 1,562 3,125
Listeria innocua 0,781 25
Salmonella enteritidis 0,39 1,562
Enterococcus durans 12,5 1,562
Salmonella typhimurium 0,781 1,562
Candida ablicans 0,39 3,125
Enterococcus faecium 0,39 6,25
Staphylococcus aureus 1,562 6,25
Staphylococcus epidermidis 0,781 3,125
Bacillus subtilis 0,39 0,781
Escherichia coli 0,781 1,562
Serratia marcescens 6,25 1,562

A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) taksonu MIK degeri A. nobilis
subsp. neilreichii (Binbiryaprak) taksonuna gore mikroorganizmalara {izerinde daha

etkili degerler ortaya koymustur.
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Tablo 4.5. Bitki taksonlarina ait MIK ve MBK, MFK degerleri (ug/ml)

MiK DEGERLERI MBK/MFK DEGERLERI
MIiKROORGANIZMA Bitki Tiirleri Bitki Tiirleri
A. millefolium subsp. A.nobilis subsp. A. millefolium subsp. A.nobilis subsp.
millefolium neilreichii millefolium neilreichii

Enterobacter aerogenes 0,39 1,562 0,39 1,562
Salmonella infantis 0,39 3,125 0,39 3,125
Listeria monocytogenes 0,781 1,562 0,781 1,562
Klebsiella pneumoniae 0,781 0,781 0,781 0,781
Pseudomonas aeruginosa 0,195 0,195 1,562 12,5
Pseudomonas fluorescens 1,562 1,562 1,562 1,562
Salmonella kentucky 0,195 0,781 0,195 0,781
Enterococcus faecalis 0,39 3,125 1,562 3,125
Listeria innocula 0,39 3,125 0,781 25

Salmonella enteritidis 0,195 0,781 0,39 1,562
Enterococcus durans 0,195 0,195 12,5 1,562
Salmonella typhimurium 0,39 1,562 0,781 1,562
Candida albicans 3,125 1,562 0,39 3,125
Enterococcus faecium 0,39 6,25 0,39 6,25
Staphylococcus aureus 0,781 0,195 1,562 6,25
Staphylococcus epidermidis 0,781 3,125 0,781 3,125
Bacillus subtilis 0,39 0,781 0,39 0,781
Escherichia coli 0,781 1,562 0,781 1,562
Saratia marcescens 3,125 1,562 6,25 1,562

4.2.3. A. millefolium subsp. millefolium’a ait MiK Degerleri

A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) ugucu yagmim MIK degerlerine
bakildiginda, S. typhimurium - 0,39 pg/ml, E. aerogenes - 0,39 ug/ml, S. infantis -
0,39 ug/ml, K. pneumoniae - 0,781 pg/ml, B. subtilis - 0,39 pg/ml, E. coli - 0,781
pg/ml, E. durans - 0,195 ng/ml, S. enteritidis - 0,195 pg/ml, E. faecium - 0,39 pg/ml,
S. kentucky - 0,195 pg/ml, L. innocula - 0,39 pg/ml, P. fluorescens - 1,562 ug/ml, S.
epidermidis - 0,781 ug/ml, L. monocytogenes - 0,781 ug/ml, P. aeruginosa - 0,195
pg/ml, S. aureus - 0,781 pg/ml, C. albicans - 3,125 ug/ml, E. faecalis - 0,39 pg/ml ve
S. marcescens - 3,125 pg/ml etkisi gdzlemlenmistir (Fotograf 4.1., Grafik 4.3.).
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Grafik 4.3. A. millefolium subsp. millefolium’a ait MiK degerleri
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4.2.4. A. millefolium subsp. millefolium ait MBK, MFK Degerleri

A. millefolium subsp. millefolium (Civanpercemi) ucgucu yagmin bakterileri ve
fungusu 6ldiiren en disiik konsantrasyon degerleri (MBK, MFK) S. typhimurium -
0,781 pg/ml, E. aerogenes - 0,39 pg/ml, S. infantis - 0,39 ug/ml, K. pneumoniae -
0,781 pg/ml, B. subtilis - 0,39 pg/ml, E. coli - 0,781 pg/ml, E. durans - 12,5 pg/ml, S.
enteritidis - 0,39 pg/ml, E. faecium - 0,39 pg/ml, S. kentucky - 0,195 pg/ml, L.
innocula - 0,781 pg/ml, P. fluorescens - 1,562 pg/ml, S. epidermidis - 0,781 pg/ml,
L. monocytogenes - 0,781 pg/ml, P. aeruginosa - 1,562 pg/ml, S. aureus - 1,562
ug/ml, C. albicans - 0,39 pg/ml, E. faecalis - 1,562 pg/ml, S. marcescens - 6,25
pg/ml tizerine 6ldiriicii etkisi gozlemlenmistir(Fotograf 4.2., Grafik 4.4.).

Fotograf 4.2. A. millefolium subsp. millefolium ugucu yaginin MBK, MFK sonucu
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Grafik 4.4. A. millefolium subsp. millefolium’a ait MBK/MFK degerleri

4.2.5. Achillea nobilis subsp. neilreichii’ye ait MIK Degerleri

A. nobilis subsp. neilreichii (Binbiryaprak) ucucu yaginin MIK degerlerine
bakildiginda, S. typhimurium - 1,562 pg/ml, E. aerogenes - 1,562 pg/ml, S. infantis -
3,125 pg/ml, K. pneumoniae - 0,781 pg/ml, B. subtilis - 0,781 pg/ml, E. coli - 1,562
pg/ml, E. durans - 0,195 ug/ml, S. enteritidis - 0,781 ug/ml, E. faecium - 6,25 ug/ml,
S. kentucky - 0,781 pg/ml, L. innocula - 3,125 pg/ml, P. fluorescens - 1,562 pg/ml,
S. epidermidis - 3,125 pg/ml, L. monocytogenes - 1,562 pg/ml, P. aeruginosa - 0,195
ug/ml, S. aureus - 0,195 ug/ml, C. albicans - 1,562 pg/ml, E. faecalis - 3,125 pg/ml
ve S. marcescens - 1,562 pg/ml etkisi gozlemlenmistir (Fotograf 4.3., Grafik 4.5.).
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Fotograf 4.3. A. nobilis subsp.neilreichii ugucu yagimin MIiK sonucu
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Grafik 4.5. A.nobilis subsp.neilreichii ait MiK degerleri
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4.2.6. A. nobilis subsp. neilreichii’ye ait MBK, MFK Degerleri

A. nobilis subsp. neilreichii’ye (Binbiryaprak) ugucu yaginin MBK,MFK degerlerine
bakildiginda, S. typhimurium - 1,562 ug/ml, E. aerogenes - 1,562 pg/ml, S. infantis -
3,125 pg/ml, K. pneumoniae - 0,781 pg/ml, B. subtilis - 0,781 pg/ml, E. coli - 1,562
pg/ml, E. durans - 1,562 ug/ml, S. enteritidis - 1,562 ug/ml, E. faecium - 6,25 ug/ml,
S. kentucky - 0,781 pg/ml, L. innocula - 25 pg/ml, P. fluorescens - 1,562 pg/ml, S.
epidermidis - 3,125 pg/ml, L. monocytogenes - 1,562 pg/ml, P. aeruginosa - 6,25
pg/ml, S. aureus - 6,25 pg/ml, C. albicans - 3,125 pg/ml, E. faecalis - 3,125 pg/ml ve
S. marcescens - 1,562 pg/ml etkisi gozlemlenmistir (Fotograf 4.4., Grafik 4.6.).

Fotograf 4.4. A. nobilis subsp.neilreichii ugucu yaginin MBK, MFK sonucu
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Grafik 4.6. A. nobilis subsp. neilreichii ‘a ait MBK/MFK degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. GC-MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez ¢alismasinda calisilan bitki taksonlarindan elde edilen ugucu yaglarin
GC-MS analiz sonuglarina gore ilk 5 bileseni tablo 5.1.’de gdsterimi yapilmustir.
A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) ve A.nobilis subsp. neilreichii

(Binbiryaprak) yiizdelik oran agisindan biiyiik bilesenler

A. millefolium subsp. millefolium (Civanpergemi) siras1 ile %22.02 (Heptan-2-ol),
%17.90 (1,8-Cineole), %16.24 ((+)-2-Bornanone), %5.95 (.alpha.-Terpineol), % 4.00
(3-Cyclohexen-1-ol,4-methyl-1-(1-methylethyl)- (Cas)); A. nobilis subsp. neilreichii
(Binbiryaprak)’ da, %9.65 <beta->), %7.73 (4,7,7-
Trimethylbicyclo[3.2.0]hept-3-en-6-one), %6.49 (1,6-Octadien-3-ol), %6.27 (1,8-
Cineole), %6.04 (Chrysanthenyl Acetate), tespiti yapilmistir. Ugucu yag igeren ayni

(Eudesmol

tirde canlilarin farkli noktalarda yayilis gosterse bile ucucu yaglarin c¢esitleri,
oranlar1 ve kimyasal bilesenleri farklilik gostermektedir. Burda etkili olan faktor
bitkinin yetisme ortaminda ki ekolojik kosullar ve mevsimsel iklim degisimleri
oldugu tahmin edilmektedir. Son olarak kimi zaman analiz sonuclar igerisinde bazi
bilesenlerin bulunmayisi ya da yerine farkli bilesenlerin bulunusu GC-MS veri

bankasindan kaynaklanan farkliliklar olabilecegi de diisiintilmektedir.

Tablo 5.1. Dominanat kimyasal bilesenler acisindan farklilik ve benzerlikler

Takson Kimyasal Bilesenler
Adi 1 2 3 4 5
%4.00
A. millefolium  %22.02 y %106.24 - %595 5 cyciohexen-
¥17.90 (+)-2-  (alpha.-
subsp. (Heptan-2- (1,8-Cineole)  Bornano Terpineo 1-ol,4-methyl-1-
millefolium ol) ’ ne) I) (1-methylethyl)-
(Cas))
%7.73
A.nobilis %9.65 (4,7.7- %f'gg %6.27 %6.04
subsp. (Eudesmol  Trimethylbicycl chte{ di-en (1,8- (Chrysanthenyl
neilreichii <beta->) 0[3.2.0]hept-3- 3-0l) Cineole) Acetate)

en-6-one)
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Tirkiye’de yayilis gosteren Papatyagiller (Asteraceae) ailesinden A. millefolium
subsp. millefolium ve A. nobilis subsp. neilreichii su buhari distilasyonu ile elde
edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinliklerinin test edildigi bu arastirmada, belli

degerlerde antimikrobiyal etkinligin oldugu belirlenmistir.

Ancak A. millefolium subsp. millefolium’in A. nobilis subsp. neilreichii’e gore
belirgin bir farkla bakteriler iizerinde daha etkin antibakterial etkiye sahiptir. Bu
calismada yag verimliligi de goz oOniine alindiginda ozellikle A. millefolium subsp.
millefolium ugucu yaginin etkin oldugu bakteri gruplarina karsi bitkisel preparatlarin

hazirlanabilecegi tespit edilmistir.

5.2. Antimikrobiyal Sonuclarin Degerlendirilmesi

A. millefolium subsp. millefolium’in ugucu yagmin bakteriler iizerinde en etkin
degerlerinin Pseudomonas aeruginosa, Salmonella kentucky, Salmonella enteritidis,
Enterococcus durans iizerine 0,195 pg/ml ile Enterobacter aerogenes, Salmonella
infantis, Enterococcus faecalis, Listeria innocua, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecium, Bacillus subtilis itizerine 0,39 pg/ml oldugunu tespit
edilmistir. A. nobilis subsp. neilreichii ugucu yaginin en etkin degerlerinin ise 0,195
ug/ml ile Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus durans ve Staphylococcus aureus

tizerine oldugu gozlemlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan A. millefolium subsp. millefolium ve A. nobilis subsp.
neilreichii ucucu yaglarinin mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici ve oOldiiriicii
etkileri ortaya ¢ikmistir. Caligmada elde edilen sonuglar test edilen tiim ugucu
yaglarin test mikroorganizmalar1 {izerinde belirli Olciilerde etkili olduklarini
gostermistir. Dolayisiyla test edilen bu ugucu yaglarin daha ileri boyutlarda
toksikolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin arastirilmasindan sonra tip, kozmetik ve

endiistriyel alanlarda kullanimlarinin s6z konusu olabilecektir.

Kozmatik iirlinlerde kullanilan sentetik koruyucu antimikrobiyal {iriinler yerine bitki
tirlerinden elde edilen antimikrobiyal I-kimyasallarin kullanilmast imkan
dahilindedir. Bu bitki kimyasal iceren kozmatik iirlinler 6rnegin kremler esasinyel

Ozelliklerini muhafaza ettikleri slirece antimikrobiyal etkinliklerini devam ettirirler.
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Ozellikle bitkilerde mevcut aktif bilesenlerin izole edilerek yapilan galismalarin daha

anlamli sonuglar ortaya koyacag diisiiniilmektedir.
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