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OZET

Yiksek Lisans Tezi

LINUM USITATISSIMUM, LEPIDIUM SATIVUM VE VITIS VINIFERA
SOGUK PRES YAGLARININ ANTIMiKROBIYAL AKTiVITELERININ
INCELENMESI

Hana Ealoma AKWIETEN
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiis
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Danigsman: Dog¢. Dr. Bayram KIRAN

Bu ¢alismada, baz1 sifali bitkilerden soguk pres yontemi ile elde edilen aromatik
yaglarin mikroorganizmalara olan etkisi ile kimyasal icerikleri GC-MS kullanirak
incelenmistir. Keten tohumu, Tere tohumu ve Uziim gekirdegi bitkisinden soguk pres
yontemi ile elde edilmistir. Daha sonra, ¢alismada Gram pozitif; Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Klebsella subtilis, Bacillus subtilis bakterilerine ve Gram negatif; Salmonella
typhimurium, Salmonella kentucky, Salmonella infantis, Salmonella enterocolitis,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens bakterilerine ve Candida albicans mantarina karsi antimkrobiyal etki
testleri yapilmistir. Ayrica elde edilen bu aromatik yaglarin kimyasal icerikleri GC-
MS kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Keten tohumu, tere tohumu, ziim cekirdegi antimikrobiyal etki,
GC-MS.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF COLD PRESSING OIL OF LINUM
USITATISSIMUM, LEPIDIUM SATIVUM AND VITIS VINIFERA

Hana Ealoma AKWIETEN
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram KIRAN

In this study, the effects of cold-pressed aromatic oil extracted from some medicinal
plants on the microorganisms and on the chemical constituents of the oil were studied
through GC-MS analysis. The oil was extracted from each of Linum Usitatissimum,
Lepidium Sativum and Vitis Vinifera then were tested against gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus, staphylococcus epidermidis, Enterococcus Faecium,
Enterococcus Faecalis, Klebsella subtilis and Bacillus subtilis, Gram negative
bacteria: Salmonella typhimurium, Salmonella Kentucky, Salmonella infantis,
Salmonella enterocolitis, Escherichia Coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa and Pseudomonas fluorescen and fungi: Candida albicans. Also, chemical
constituents of the oils from the medical plants were studied through GC-MS analysis.

Key words: Antibacterial, cold press oil, lepidium sativum, vitis vinifera, linum

usitatissimum, GC-MS.
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1. GIRIS

Cogu bitki, insanlarda ve diger hayvanlarda saglikliligin korunmasi i¢in degerli olan
malzemeleri sentezler. Bunlar, cogunlukla fenoller ya da taninler gibi oksijen ile ikame
edilmis tiirevleri olan aromatik maddeler icerir. Birgogu ikincil metabolitlerdir,
bunlardan en az 12.000 tanesi izole edilmistir ki bu rakamin toplamm % 10'undan az
oldugu tahmin edilmektedir. Cogu durumda, bu maddeler (6zellikle alkaloidler)
bdcekler, mikroorganizmalar ve otoburlar tarafindan avlanmaya karsi bitki savunma
mekanizmalar1 olarak hizmet ederler. Cesitli sebeplerden o6tiirii gelisen ve gelismekte
olan tilkelerde tibbi bitkilere olan talep artmaktadir. Bazilarina gore bunun sebebi
dogal {iriinlerin yan etkisinin olmamasi iken, bazilarina gore ise bu f{iriinlerin

erisilebilirligi ve uygun maliyetleridir.

Tibbi ve aromatik bitkiler bitki olarak kendileri veya bitki parcalar1 olarak veya
ektraksiyon ile esansiyel yag haline getirilmek igin islenebilirler. Bunlar, parfiim,
kozmetoloji, eczacilik ve diger sektorlerin yani sira gida iiretiminde de kullanilir.
Mevcut kaynaklara yonelik artan talep, bir surii Gnemli bitki tiriini biz zamanlar bol
bulunduklar1 bolgelerde nadir bulunur hale getirmistir. Toplama ve kullanimlar

diizenlenmedigi taktirde bazi tiirler yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya kalabilir.

T1bbi ve aromatik bitkilere (MAP) yonelik artan talep dogal kaynaklar tizerinde bask1
olusturuyor. Avrupa Bitki Koruma Stratejisi (EPCS), Avrupa'ya 6zgii (MAP) tiirlerin
% 90'min halen vahsi dogadan toplandigini belirtmektedir.

Son yillarda, hem bati iilkelerinde hem de Cin ve Hindistan gibi tlkelerde tibbi ve
aromatik bitki (MAP) kullanimi biiyiikk oranda artti. Avrupa'da, en az 2.000 tubi ve
aromatik bitki (MAP) tiirQ ticari olarak kullanilmakta olup bunlarin 1.200 ila 1.300'G

Avrupa'ya 6zgudur.



1.1. Linum usitatimum (Keten Tohumu)

Linum usitatisimum, ayni zamanda keten tohumu olarak da bilinir, Linum
usitatissimum adli bir yillik bitkinin tohumudur. Linum Usitatissimum'un yetismesi
ilkbahar baglarinda baslar ve ¢igekleri tiirlerine bagl olarak Mayis ortasindadan
Temmuz basma kadar siirede ortaya c¢ikar. Yabani otlarin engellenmesi ve g¢ok
rekabetci tiirlerin ortadan kaldirilmasi, bu tiiriin gelisme sansini artirir. Vahsi hayat ve
kemirgenlerden zarar gelebilir ve bunlarin kontrol altina alinmasi gerekebilir. Linus
Usitatisimum Usitat in hastalik problemleri azdir, fakat bazi yerli tiirler i¢in mantar

sorunlar1 ortaya ¢ikabilir.

Keten tohumu (Linum Usitatissimum) genellikle keten lifi veya Linum Usitatissimum
yag1 olarak da bilinen tohumlarindan elde edilen yag icin yetistirilir. Ote yandan, The
Linum Usitatissimum antik ¢aglardan beri degerli bir besleyici iiriin olarak ve
geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir. Yiiksek kaliteli ancak ucuz protein ve enerji
kaynag arayisi, gelismekte olan iilkelerde aglik ve yetersiz beslenmeye karsi koymak
cabalar1 arasindadir. Bu noktada, niifusun biiylik bir bdliimiiniin gidalari kalitesini
arttirmaya yardimci olabilecek nispeten yiiksek miktarda protein ihtiva eden ucuz
graniillere odaklanilmistir (Apata, 1990). Linum Usitatissimum, bu agidan popiilerlik
kazanan Uriinlerden biridir. Linum Usitatisimum, alfa-linolenik asit, linen ve diger
besleyici bilesenlerin en zengin kaynagidir. Linum Usitatissimum'in protein igerigi
kuru tanede 100 gram basma yaklasik 20 gram olarak Olgiilmiistiir. Linum
Usitatissimum, soya ununa benzer bir amino asit profiline sahiptir ve gluten icermez
(Hongzhi, Yang, Mao ve Tan, 2004).

Linum Usitatissimum, hem c¢ozlnebilen hem de ¢ozinmeyen lifler icerir. Linum
Usitatissimum'daki lifin yaklasik tigte biri ¢ozliniirdiir ve kolesterolii diisiirmeye ve
kan sekeri diizeylerini diizenlemeye yardimci olur. Keten tohumunun lifinin geri kalan
Ucte ikisi ¢0ziinmez, bu da hacmi artirarak sindirmeyi kolaylastirir ve kabizlig1 dnler.
(Institute of Medicine, 2002). Farkli proteinlerin fonksiyonel ozellikleri, un
proteinlerinin geleneksel olarak kullanilan daha pahali protein kaynaklarmin takviye
edilmesi, giiclendirilmesi, zenginlestirilmesi ya da yerini almasi i¢in
kullanilabilecegini gostermek i¢in kullanilabilir (Akobundu, Cherry ve Simmons,
1982).



Bir dizi yumusak fonksiyonel oOzelliklerin gelistirilmesi, genetik modifikasyon,
kimyasal isleme veya proteinlerin fiziksel muamelesi ile basarilabilir (Oomah ve
Mazza, 1993). Linum Usitatissimum proteinlerinin gida {irinlerinde kullanimi, ¢esitli

gida tirlinlerine dahil edilmeden 6nce islevsel 6zelliklerine baglidir.

1.1.1. Linum Usitatissimum ’un Kimyasal Bilesimi

Vitis Vinifera tohumu yaklasik % 40 lipid, % 30 besinsel lif ve % 20 protein igerir.
Kimyasal bilesimleri tiirlere gore onemli Olciide degisir ve ayn1 zamanda bitkinin
yetistirildigi ortam kosullarina da baghdir. Kotiledonlar, lipidlerin % 75'ini igerirken,
proteinin % 76's1 tohumda bulunur. Endosperm, lipidlerin sadece % 23'linii ve

proteinin % 16'sm1 i¢erir (Dane vd, 2003; Oohma, Thompson ve Cunnane, 2003).

Sadece Linum Usitatissimum, omega-3 yag1 i¢in miikemmel bir kaynaktir ve omega-3
yag ailesinin temel bir liyesini icerir. Keten tohumlarinda ise neredeyse tiim omega-3
yaglar1 alfa-linolenik asit (¢cogunlukla "ALA" olarak kisaltilir) seklinde bulunur. Bu

0zel omega-3 yag tiirii, Linum Usitatissimum'daki yagin yaklasik % 50'sini olusturur.

Lipid Linum Usitatissimum bilesimi, toplam yag asitlerinin% 52'sini olusturan 6nemli
bir Omega 3 yag asidi, 6zellikle a-linolenik asit (ALA) kaynagidir. Ayrica, Linum
Usitatissimum, linyanlar, kolloid gam ve yiksek kaliteli protein olarak bilinen fenolik
bilesiklerin onemli bir kaynagidir. Bu bilesikler tohumun farkli bolimlerinde
bulunurlar, ancak yag ekstraksiyonu ve islenmesi sirasinda birbirleriyle etkilesime
girerler. Dolayisiyla, isleme siireci ciddi zorluklar getirmektedir (Oomah, Ksushik ve
Dhiman, 2003).

1.2. Lepidium sativum (Tere tohumu)

Yerel olarak 'bahce teresi’ olarak bilinen Lepidium sativum, genis anlamda sifa
kaynagi olarak diinyanin farkli yerlerinde yaygim bir sekilde kullanilmaktadir ve bir
dizi giincel ¢aligsma, birgok klinik problemi kontrol altina almak i¢in Lepidium sativum
tohumlarmin geleneksel kullanimlarini ortaya koymustur. Yenilebilen bir bitki olup ve
tohum yaglar1 diyare, dizanteri (Broun ve Massey 1929) ve migren tedavilerinde

(Merzouki vd, 2000) kullanilmaktadir. Bitkinin glukotropaeolin ve glukosinolati



icerdigi ortaya konmustur (Songsak ve Lockwood, 2002). Ayrica bir¢cok klinik
problemin kontroliinde tohum o6ziitii kullanilmigtir. Lepidyum sativum bitkisi ve
tohumlari, Sudan'da, Suudi Arabistan’da ve bazi diger Arap iilkelerinde kullanilan
popiiler sifal1 otlardan biridir ve insan iskeletindeki kemik kirig1 iyilesmesi i¢in iyi bir

iyilestirici olarak kabul edilmektedir.

Lepidyum sativum, biber teresi veya Elrashad olarak bilinen yaprakli bitkiler familyaya
aittir. Bitkinin tohumlar1 ve yapraklari ugucu yaglar icerir (Watt, Breyer ve Brandwjk,
1962), gesitli loblardan olusur ve ¢igekleri beyaz ve kicuktir, salkimlar halindedir.
Meyveleri yaklasik 5 mm uzunlugunda, iki tohumlu, obovat podlardan olusur. Tibbi
bitki Grtnlerinin, gesitli kemoterapdtik etkenlerin yan etkilerinin azaltilmasinda ve
uzun 6murli hastaliklarda genel saglik durumunun iyilestirilmesinde yararli oldugu

kanitlanmistir (Kaushik ve Dhiman, 2002).

Giincek bir¢ok ¢aligma, bir dizi klinik problemi kontrol altina almak i¢in Lepidium
sativum ¢ekirdegi ekstraktinin geleneksel olarak kullanilmasini gostermistir. Anti-
astim, antiscorbutik, diiiretik, aparyent, galaktogog, poultice ve uyarici olarak

kullanilmstir.

Yapraklar antiscorbutic, diiiretik ve uyarici etkiye sahiptir (Eddouks vd, 2002). Sulu
Lepidyum sativum ekstraktinin oral uygulamasimin kan basincinda belirgin bir diisiis

sagladig1 bulunmustur (Maghrani Zeggwagh, Michel ve Eddouk, 2005).

1.2.1.Kimyasal lepidium sativum Bilesimi

Lepidyum sativum'un C vitamini ve A vitaminine ilaveten 6nemli miktarlarda
kalsiyum, demir ve folik asit icermektedir. Ayrica % 25 protein, % 19.3 glutamik asit,
metionin (0.97 = 0.02%), l6sin (8.21 + -% 0.01) icerir. Major yag asidi olarak diisiik

miktarda linolenik asit (% 30.2) ve erusik asit (% 3.9) icerir.

Bu bitkilerin baslica ikincil bilesenleri glukozinolatlardir. Karakteristik keskin bir
kokusu olan renksiz ugucu yagin (tere yagt) % 0.115'inin buharla damitilmas1 sonucu
olusur. Lepidyum Sativum yag1 benzil siyaniir, benzil iyosiyanat ve benzil siyantriin

degisken 6zelliklere sahip olup, sabun yapiminda kullanilan rahatsiz edici bir kokuya



sahiptir. Ayrica, glukotropoeolin, 4-metoksiglukozbrasikin, sinapoygluzoz, sinapik
asit, kinik asitler, kalmodulin, kafeik ester, pukmarik, ferulik, vitaminler, mineraller,
protein, 5-3-dihidroksi-7,8,4-trimetoksiflavon i¢erdigi bulunmustur. Dihidro 7,8,3,5-
tetrametoksiflavonlar 5-3-dihidroksi-6,7,4-trimetoksiflavonlar bitkiglukozinolatlardir.

1.3. Vitis vinifera (Uzim cekirdegi)

Vitaceae ailesinin bir Gyesi olan zim (Vitis vinifera), dinyada yaygin olarak
yetistirilen ve en Onemli meyve mahsullerinden biridir. Vitis vinifera L. ssp'nin
meyveleri, besleyici dogal bir {iriin olarak (¢ig ve kurutulmus halde), sarap yapiminda
kullanilmasi, ¢ig ve tohum ekstraktlar1 gibi tiirevlerin farmasotik 6zellik leri nedeniyle
diinya ¢apinda ilgi gormektedir. (Kefalet, Stuebiger, Krist, Unterweger, ve Buchbauer,
2008). Ornegin, iiziim cekirdegi ekstrakt1 (sulu veya alkolik) yiiksek bir antioksidan
potansiyeline sahiptir, yararh etkileri arasinda antioksidan enzim ekspresyonunun
modiilasyonunu, hiicrelerdeki oksidatif hasara kars1 koruma, antiatero-siklerotik ve
anti-inflamatuar etkiler ve hem insanlarda hem de hayvanlardaki bazi kanser tiirlerine

kars1 koruma sayilabilir (Puiggros, 2005; Pérez, del Castillo, Blanch, ve Flores, 2015).

Vitis Vinifera tohumu % 8-20 yag igerir (kuru bazda) (Rombaut, 2015). Yag verimi,
ekstrasyon teknigine, kullanilan solventin ¢esidine, ¢alisma kosullarina, kullanilan tiire
ve hasat yili boyuncaki ¢evresel faktorlere baglhdir. Brezilya'nin Rio Grande do Sul
eyaletinde yapilan bir arastirmada, 3 Vitis vinifera (Moscato Giallo, Merlot, ve
Cabernet Sauvignon) ve 2 V. Labrusca'nin (Bordeaux ve Isabel) tiirii 2005 ve 2006 y1l1
boyunca hasat edilmis (Duba ve Fiori, 2015), tohum yag1 igerigi agisindan analiz
edilmigtir. En yiiksek yag igerigi 2005 yilinda Bordeaux ¢esidinden (% 15.4) ve 2006
yilinda ise Merlot Vitis Vinifera c¢esidinden (% 14.7) elde edilmistir. (Bertussi,
Agostini, Atti dos Santos, Rossato ve Vanderlinde, 2012).

Vitis Vinifera tohumu, sarap yapimi siirecinin bir yan trtinudir (Lutterodt, Slavin,
Whent ve Turner, 2011; Shinagawa, Santana, ve Mancini-Filho, 2015). Yag icerigi
geleneksel olarak mekanik teknikler kullanilarak ¢ikarilir (Duba ve Fiori, 2015).
Soguk presleme ya da organik ¢oziicli kullanimi, herhangi bir kimyasal igleme ya da
1s1 icermeyen ve dolayisiyla daha saglikli yararli bilesenleri tutabilen bir yag

ekstraksiyon yontemidir. Verim, klasik solvent ekstraksiyonuyla elde edilen degere



gore daha diisiik olmasina ragmen, soguk presleme isleminde, yag i¢indeki solvent
kalintilar1 olmamas1 daha giivenli ve daha fazla tiiketici dostu bir Griintn Uretilmesini

saglamaktadir.

1.3.1. Vitis Vinifera Tohumu Yag Bilesenleri

Vitis Viniera tohum yagna fonksiyonel bir gida iiriinii olarak ilgi 6zellikle fenolik
bilesikler gibi yiliksek diizeyde hidrofilik bilesenleri ve E vitamini, doymamis yag
asitleri (UFA'lar) ve fitosteroller gibi lipofilik bilesenleri icermesi nedeniyle artmustir.
Vitis Vinifera tohum yagi bilesimi, {iziimiin ¢esidine, ¢evresel faktorlere ve tohumlarin

olgunlasma derecesine baghdir.

Vitis Vinifera tohumu yagmin icerdigi aroma ve hos lezzeti ve organoleptik
ozelliklerinden 6tlrti, mutfaklardaki kullanimi artmistir. Ornegin Avrupa'da 1930'dan
beri Italya, Fransa ve Almanya'da Uretilmekte ve mutfak yagi olarak kullanilmaktadir
(Bertussi, vd, 2012).



2. LITERATUR TARAMASI

Tibbi ve aromatik bitkiler bitki olarak kendileri veya bitki parcalar1 olarak veya
ektraksiyon ile esansiyel yag haline getirilmek igin islenebilirler. Bunlar, parfiim,
kozmetoloji, eczacilik ve diger sektorlerin yani sira gida iiretiminde de kullanilir.
Mevcut kaynaklara yonelik artan talep, bir surii Gnemli bitki turiini biz zamanlar bol
bulunduklar1 bolgelerde nadir bulunur hale getirmistir. Toplama ve kullanimlari

diizenlenmedigi taktirde bazi tiirler yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalabilir.

Tibbi ve aromatik bitkilere (MAP) yonelik artan talep dogal kaynaklar tizerinde bask1
olusturuyor. Avrupa Bitki Koruma Stratejisi (EPCS), Avrupa'ya 6zgi (MAP) tirlerin
% 90"min halen vahsi dogadan toplandigini belirtmektedir.

Son yillarda, hem bati iilkelerinde hem de Cin ve Hindistan gibi iilkelerde tibbi ve
aromatik bitki (MAP) kullanim1 biiyiik oranda artti. Avrupa'da, en az 2.000 tubi ve
aromatik bitki (MAP) tiirii ticari olarak kullanilmakta olup bunlarm 1.200 ila 1.300"

Avrupa'ya 6zgudur.

Onceki ¢alismalar, linux Usitatisimum'in bir dizi bakteriyel tire ait 6ldurticu etkilerini
gostermistir. Kreander vd, (2006), linum usitatisimum'in Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae ve pseudomonanas aergonsa'ya olan etkilerini
caligmislar. Al-Mathkhury, Dhamin ve Taie (2016) ise, linole usitatisimum'in S.
aureus, S. Epidermidis, E. faecalis, E. coli ve K. pnémonisi Uzerindeki etkilerini

calismislardir.

Ayrica Lepidium sativim, bilimsel arastirmalarda kullanilan tibbi bitkilerin en yaygin
tiplerinden biridir. Omenka ve Osuoha (2000), bunu Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonae ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi bakteri 6ldiirticii etkisinin
incelenmesi i¢in kullandi. Ote yandan, Adamu ve Boonkaewwan (2014), Lepidium

sativim'in kuslardaki Eimeria tenella'ya karsi etkilerini incelemislerdir.

Vitis Vinifera yaygin olarak mikrobiyolojik parametrelerin incelenmesinde kullanilir.

S. aureus, E. aerogenes, E. faecalis S. typhimurium ve E. coli'yi kullanan Yadav,



Kumar ve Mishra’nin (2015) ¢aligmalar1 bu duruma o6rnek verilebilir. Parekh ve
Chanda (2006) ise Vitis Vinifera'yi Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

typhimurium, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus ile birlikte kullanmislardir.

Yukarida bahsedilen ¢alismalar Omenka ve Osuoha (2000)’da DDM, Kreande’de
MIC, Al-Mathkhury, Dhamin ve Taie (2016)’de GC gibi farkli yOntemler

kullanmiglardir.



Tablo.2.1. Bazi mikroplara karsi kullanilan bitkiler.

Latince Tiirkce Ismi | Kullaml | Y&ntem Diger Yontem Antibakteriyel Antifungal Antiviral Antioksid
Ismi an Kism en
1.Lipidium | Tere Tohumu | Tohum | Soguk Metanol ve su Staphylococci Candida Fenol,
sativum(Ad Pres ekstrat1 (Adam | aureus albicans Fotograf
am,Slih,ve vd, 2011; ,Escherichia (Adam vd., Kimyasal
Abdelgadr, Behrouzian,Raz | Coli, Klebsiella 2011; Igbal, Ve
2011 avi ve pneumonia, Khanve Jan, Flavonoid
phillis,2014 Proteus vulgaris, 2015) ler
pseudomonas
Aeruginous,
Bacillus subtilis (Adam
vd, 2011).
2.Linum Keten Tohum | Soguk Bacillus cerrus, Klebsiella | Mikrococcus
usitatissim | Tohumu Pres Pneumonia, luteus
Pseudomonas aeruginosa | ve candida
Escherichia coli and Albicans
Entero coccus (N.Ahmad
Faecalis vd, 2011).
(Ahmad vd, 2011)
3. Vitis Uziim Tohum | Soguk Distilled water | Staphylococcus Candida Herpes basit DPPH
vinifera cekirdegi Pres The leaves used | Aureus IFO12732, ve Albanians virds tipi 1
(Orhan, (Orhan vd, (Kabir, Sultan, Hossen, ve candida (HSV-1) ve
Orhan, 2009) veKurnianata, 2015) parapsilosis | para influenza
Ozcelik, ve Virts(PIV)
Ergun, Orhan vd.,
2009). 2009)




3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalleri

Calismada kullanilan bitki materyali {i¢ ¢esit tohumdan olusur: Vitis vinifera, Linum
usitatissimum, Lepidium sativum. Bu malzemeler Ankada’daki Lokman Hakim

Sirktetinden satin alinmistir.

Fotograf 3.1. Tohum Sirketi.

3.1.1. Ekstratlarin Hazirlanmasi

Lepidyum sativum tohumunun yag ekstraksiyon siireci: Tohumlar, Ankara'daki
Lokman Hekim Sirketi'nden satin alinmistir. Lepidyum sativum tohumlarindan 2 kg
kesin olarak tartilmistir. Ardindan yag, Liepidium Sativum'dan pres makinesiyle
cikarild1 ve % 60 yag ve% 40 ¢op elde edildi (Fotograf 3.2). Son olarak yag ve ¢op
ayrildi
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Fotograf 3.2. Lepidium sativum yag ekstrasyonu.(a). Pres makinesi. (b). yag ve ¢op.

Linum Usitatissimum tohumunun yag ekstraksiyon siireci: Tohumlar, Ankara'daki
Lokman Hekim Sirketi'nden satin alinmistir. Linum Usitatissimum tohumlarmdan
1300 kg kesin olarak tartilmistir. Ardindan yag, Linum Usitatissimum ’dan pres
makinesiyle ¢ikarildi ve % 70 yag ve % 30 ¢op elde edildi (Fotograf 3.3). Son olarak
yag ve ¢Op ayrildi.

(@) (b)

Fotograf 3.3. Linum usitatissimum yag ekstrasyonu.(a). Pres makinesi. (b). yag ve ¢op.
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Vitis Vinifera tohumunun yag ekstraksiyon siireci: Tohumlar, Ankara'daki Lokman
Hekim Sirketi'nden satin almmustir. Vitis Vinifera tohumlarindan 400 g kesin olarak
tartilmistir. Ardindan yag, Vitis Vinifera ‘dan pres makinesiyle ¢ikarildi ve % 10 yag
ve % 90 ¢op elde edildi (Fotograf 3.4). Son olarak yag ve ¢op ayrildi.

(@) (b)

Fotograf 3.4. Vitis vinifera yag ekstrasyonu.(a). pres makinesi. (b). Yag ve ¢op.

3.1.2. Cikarilan yaglarin disklere konulmasi

Caplar1 6mm olan filtrasyon kagitlarina elde edilen yag konuldu. Petri kaplarindan
farkli yogunluklarda (15 pg/disk ve 5 pg/disk) diskler hazirlandi. Daha sonra steril
kabinlerde oda sicakliginda tutuldu (Fotograf 3.5).
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3.2. Mikrobik Materyal

Kastamonu Universitesi Biyoloji Laboratuvari'ndan alman mantar ve bakteri suslar1:

i. Gram-pozitif bakteri suslar1: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermidis DSMZ 20044, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bacillus subtilisA DSMZ 1971 (Tablo 3.2).

ii. Gram-negatif bakteri suslari: Salmonella typhimurium, Salmonella kentucky,
Salmonella infantis, Salmonella enterlidis SL 1344, E.coli (Deng ve ark., 2014) ATCC
25922, ATCC 13048,
Pseudomonas fluorescens DSMZ 50071, Klebsiella pneumonia ATCC 7544 (Tablo
3.3) ve fungi: Candida albicans DSMZ 1386.

Enterobacter aerogenes Pseudomonas aeruginosa,

Tablo 3.1. Gram pozitif Bakteri Siniflandirmasu.

Isim Morfoloji Transmisyon Enfeksiyon
Alanlan Tard
Staphylococci Uztimst kitleler Deri, burun Yumusak doku,
halinde koksi delikleri/ kemik, eklem,
endojen, 6n endokardit, gida
bdlge, atmosfer zehirlenmesi
(MacConnell ve
ark., 2011)
Enterococci Cift ve zincirler Gl yolu/ IYE, GI, kateter
halinde koksi endojen, enfeksiyonlari
dogrudan temas
Bacilli Gubuklar,siriingenler | Toprak, hava, su, | Sarbon, gida
hayvanlar / zehirlenmesi,
aerosol temas katetere
enfeksiyonlar1
(Frank, 2009)




Tablo 3.2. Gram Negatif Bakteri Siniflandirmasi.

Isim Morfoloji Transmisyon Enfeksiyon Turu
Alanlar
Enterobaktericeae | Rasin Gl yolu, Ishal, idrar yolu,
(E. coli, Klebsiella hayvanlar/ gida, zehirlenme,
salmonella endojen, (Frank, | sepsis (Frank,
2009) 2009)
Pseudomonas Rasin Su, toprak/ Bagigikligi
(Frank, 2009) Endojen, Cilt baskilanmig
yaralar1 konukg¢ularin
(Frank,2009) enfeksiyonlari,
Kistik
Fibrozis(Frank,
2009)

3.2.1. Mikroorganizmalarin hazirlanmasi

Turbimetre (Oxoid, UK) kullanilarak bakteri kiiltiiri hazirland1 (0.5 McFarland
standartlarina uygun olarak, 1.0 x 108 CFU/ml). Steril swab ile bakteri ve mantar
suspensiyonlar1 alind1 ve 250 ml damitilmis su ve 2 ml NACL (tuzlu su solusyonu)
test tliptinde karistirildi (Fotograf 3.6). Daha sonra, bakteri ve mantarlarin isimleri

tiiplerin lizerine yazild1 ve kullanilmadan 6nce ¢alkalayici ile karistirild.

Fotograf 3.6. Mikroorganizmalarin Test Tipleri iginde hazirlanmasi.
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3.3. Yag Ekstratlarinin Antimikyobiyal Aktiviteleri

Mueller-Hinton agarl petri kaplar1 hazir alind1 (Fotograf 3.7). Bakteri ve mantar test
tiipd, steril swablar, forseps seliiloz diskleri 6mm tohumdan ekstrakte edilmis yag,

Benchtop sanitizer ve Alcohol brilor icerir.

3.3.1. Disk Difuizyon Yontemi (DDM)

Difuzyon metodu Kavanagh Rathee, Mishra ve Kaushal (1998) ve Azcan and
Kalender’e (2004) gore uygulandi. Petri kabi hazirlandi ve daha sonra bakteri ve
mantarlar steril swablarla test tiipline aktarildi. Yayma siirecince plakalarin tistiindeki
kalintilar nazikce temizlendi, plaka saat yoniinde 60 derece dondiiriildii ve tekrardan
soldan saga, asagidan yukari olacak sekilde bakteri yayildi (Fotograf 3.8). Bu islemden
sonra yag ekstratlar1 farkli konsantrasyonlarda 15 pg/disk, 5 pg/disk ve kontrol igcin O
olacak sekilde steril igne ile disklere dagitildi. Plakalar 37°C sicaklikta 18-24 saat
inkiibe edildi (Fotograf 3.9). Inkiibasyon sonrasi, plakalar inhibisyon alani igin
incelendi. Inhibisyon alani cetvel kullanilarak 6lciildii ve kaydedildi. Giivenilirliligi

saglamak ag¢isindan ayni test 3 kez tekrarlandi (Fotograf 3.10).

Fotograf 3.7. Mueller-Hinton Agarlart
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Fotograf 3.10. Islemin 3 kez tekrarlanmasi
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Fotograf 3.11. Linum usitatissimum inhibisyon Alani

Fotograf 3.12. Lepidium sativum Inhibisyon Alani.

Fotograf 3.13. Vitis vinifera inhibisyon Alani

17



3.3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK)

Bir antimikrobiyal maddenin asgari inhibitdr konsantrasyonu (MIC) en diisiik
seviyededir (yani minimal). Laboratuvardaki konsantrasyonu, antimikrobik maddenin
belirli seyreltileri ile bilinen bir miktarda bakteriyi inkiibe ederek belirleriz. Bu yontem
sadece Orneklerin sonuglari ile siipheniz olmasi durumunda kullanilir (Kahlmeter,
2003; Lalitha, 2004). Antimikrobiyal direngli bakterilerin saptanmasi i¢in uygulanan

testin gecerliligini ve glivenilirligi i¢in talimatlarin takip edilmesi gerekmektedir.

Ekstraktlar, kurutulmus bir bazdan hazirlanan Mueller-Hinton agarina eklenir, agarin
pH degeri, oda sicakliginda 7.2 ila 7.4 arasinda olmalidir. Her bir plaka, ekstraktin
farkli bir konsantrasyonunu igerir (Fotograf 3.14). Inokulumu 0.5 McFarland
bulaniklik standartlarina ayarladiktan sonra 15 dakika i¢inde siispansiyon karistirilir
ve seyreltilir, boylece her oyuktaki nihai konsantrasyon 5x10 CFU / ml olacaktur.
Orijinal suspansiyonun 2.0 mL'si 38 mL suya (1:20 seyreltme) verilir.

Indkiilatdriin uglar1 her kuyuya 0.01 mL (1:10 seyreltme) aktaracaktir. Bir kuyudan
digerine sigramasini dnlemek i¢in MiK panelini dikkatlice inokiile edin (Borchardt, ve
ark, 2014; Lalitha, 2004). 37 ° C sicaklikta 18-24 saat indkiile edildikten sonra, MiK
son noktasini, ¢iplak goziin tespit ettigi organizmanin biliylimesini tamamen inhibe

eden en diisiik antimikrobik madde konsantrasyonu olarak okuyun.

— :

Fotograf 3.14. MIK.
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Fotograf 3.17. Lepidium sativum MiKleri.
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3.3.3. GC-MS Analizi

Kalmlik 0.25 um. Analitik kosullar; enjektor sicakligi, 250 oC; Tasiyici gaz Helyum 1
mL / dak.; enjeksiyon modu: split, split oran1 1:10; enjekte edilen miktar: 1 uL yagin
heksan igindeki ¢ozeltisi; firin sicakligit 400C - 240°C 40C/dk programlandi,
basing:100kPa, akis hizi:3 ml/dak. MS tarama kosullar1 kimyasal bilesenlerin
tanimlanmasi igin kullanildi, her 6rnek Rtx-5MS kapiler kolon donanimlu (30m-0.25
mm) GCMS QP 2010 Ultra (Shimadzu) kullanilrarak analiz edildi. Kaplama,
250°C'lik bir aktarma hatt1 sicakligi, 250°C'lik bir arayiiz sicakligi, 200°C'lik bir iyon
kaynag1 sicakligina sahiptir. Bilesenlerin tanimlanmasi, tutma siirelerinin
karsilagtirilmasma ve Wiley Data kiitliiphanesiyle bilgisayarli eslestirme {izerine
kurulmustur. Miimkiin oldugunda, referans bilesikler, GC tutma siirelerini teyit etmek

icin kromatograflastirildi.
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4. BULGULAR

Cogu bitki, insanlarda ve diger hayvanlarda saglikliligin korunmasi i¢in degerli olan
malzemeleri sentezler. Bunlar, cogunlukla fenoller ya da taninler gibi oksijen ile ikame
edilmis tiirevleri olan aromatik maddeler igerir. Bir¢ogu ikincil metabolitlerdir,
bunlardan en az 12.000 tanesi izole edilmistir ki bu rakamin toplamin % 10'undan az
oldugu tahmin edilmektedir. Cogu durumda, bu maddeler (6zellikle alkaloidler)
bocekler, mikroorganizmalar ve otoburlar tarafindan avlanmaya kars1 bitki savunma
mekanizmalar1 olarak hizmet ederler. Cesitli sebeplerden o6tiirii gelisen ve gelismekte
olan tilkelerde tibbi bitkilere olan talep artmaktadir. Bazilarina gore bunun sebebi
dogal triinlerin yan etkisinin olmamasi iken, bazilarma goére ise bu Urinlerin

erisilebilirligi ve uygun maliyetleridir

Tibbi ve aromatik bitkiler bitki olarak kendileri veya bitki parcalar1 olarak veya
ektraksiyon ile esansiyel yag haline getirilmek i¢in iglenebilirler. Bunlar, parfiim,
kozmetoloji, eczacilik ve diger sektorlerin yani swra gida iiretiminde de kullanilir.
Mevcut kaynaklara yonelik artan talep, bir surii Gnemli bitki tiriini biz zamanlar bol
bulunduklar1 bolgelerde nadir bulunur hale getirmistir. Toplama ve kullanimlar1

diizenlenmedigi taktirde bazi tiirler yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya kalabilir.

Bu ¢alismada bazi medikal bitki yaglarinim antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir (
Linum usitatisimum, Vitis vinifera, ve Lepidium sativum). Bunlar on bes
mikroorganizmaya Karsi test edilmistir (Gram-pozitif suslar, Gram-negative suslar ve

Candida albicanis).

Linum usitatisssimum sonug¢lar: Tablo (4.1) ve Tablo (4.4)’de gosterilmistir. Linum
usitatissimum ekstratm 5mg/disk inhibisyon alani oldugu durumda Asrogens, P.
Flover ve S. epidermis Uzerindeki etkisi (6,6+0,36). istatiksel olarak anlamli
cikmamistir (P>0.05). Fakat ayni ekstratin 15mg/disk oldugunda ayni bakteriler
tizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (P<0,05)(7,17+0,76). Grafik
4,1’de gorildiigh tizere Linum usitatissimum 'un 15mg/disk inhibisyon alani
E.Asrogens, P.flover ve S.epidermis ile kiyaslandiginda S.Infantis ve Pneumonia

{izerinde anlaml bir artis (P<0,05)(9,0+1,0) gdstermistir. Minimum Inhibisyon
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Konsantrasyon sonuglar1 (MIC) Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir. Linum Usitatisimum
yaginin Entericbacter asrogens, Pseudomonas floverscans, Klebsella pneumonia ve
Staph. Epidermis tizerindeki MIC orani 25m/ml’dir. Linum Usitatisimum yaginin S.
infantis tizerindeki MIC orani ise 12.5m/ml’dir.

Tablo 4.1. Linum usitatissimum un (keten) Antimikrobiyal Aktivitesi

Disk Difuzyon Testi MIC
(mm) pg/mL
5L 15 pL

B. subtilis - - -

C. albicans - - -

E. aerogenes - 7 25

E. faecalis - - -

E. faecium - - -

E. coli - - -

K. pneumoniae 8 10 12,5

P. aeruginosa - - -

P. fluorescence 7 8 25

S. enteritidis - - -

S. infantis 8 9 12.5

S. Kentucky - - -

S. typhimurium - - -

S. aureus - - -

S. epidermidis 7 8 25
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Lepidium sativum 'un sonuglar1 Tablo 4.2.’de ve Tablo 4.4.’de gosterilmistir. Lepidium
sativum’un her iki konsantrasyonunun (5mg/disk ve 15mg/disk) S. Infantis,
K.pneumonia, E.Asrogens, E_faecium, P flover, S_typhim ve S.Aureus Uzerindeki
etkisi istatiksel olarak anlamsiz ¢ikmistir (P>0.05) (Grafik 4.2.). Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon sonuglari (MIC) Tablo 4.2.’de gosterilmistir. Lepidium Sativum
yagmmin S. infantis ve Staph. Aureus MIC oran1 12.5m/ml’dir. Lepidium Sativum

yaginin E. asrogens, Klebsella pneumoniaand ve P. flover’daki oran1 ise 25m/ml’dir.

Tablo 4.2. Lepidium sativum ‘un (tere tohumu) Antimikrobiyal Aktivitesi.

Disk Difuzyon Testi(mm) | MIC
pg/mL
5 pL 15 pL
B. subtilis - - -
C. albicans - - -
E. aerogenes - 7 25
E. faecalis - - -
E. faecium - 7 25
E. coli - - -
K. pneumoniae 9 10 12,5
P. aeruginosa - - -
P. fluorescence 7 8 25
S. enteritidis - - -
S. infantis 8 9 12.5
S. Kentucky - - -
S. typhimurium 7 9 12.5
S. aureus 7 9 12.5
S. epidermidis - - -
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Vitis vinifera 'nin sonuglar1 Tablo 4.3’de ve Tabli 4.4.’de verilmistir. Vitis vinifera yag
ektratinin her iki konsantrasyonunun (5mg/disk ve 15mg/disk) S.Aureus, E.Asrogens,
S.Infantis, S. Kentucky, P.Flover ve K.Pneumonia uzerindeki etkisi istatiksel olarak
anlamsiz ¢iknustir (P>0.05) (Grafik 4.3.). Vitis vinifera’nin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon sonuglari (MIC) Tablo 4.3.’de gosterilmistir. Vitis vinifera yaginin S.
infantis, Pseudomonas floverscans, S.Kentucky, Klebsella pneumonia ve Staph.

Aureus daki MIC oran1 25m/ml iken, Entericbacter asrogens daki oran1 100m/ml’dir.

Tablo. 4.3. Vitis vinifera 'min (iiziim ¢ekirdegi) Antimikrobiyal Aktivitesi.

Disk Diftizyon Testi (mm) MIC
WMl
5uL  [15pL
B. subtilis - - -
C. albicans - - -
E. aerogenes - 7 100
E. faecalis - - -
E. faecium - - -
E. coli - - -
K. pneumoniae 7 8 25
P. aeruginosa - - -
P. fluorescence 7 8 25
S. enteritidis - - -
S. infantis 7 8 25
S. Kentucky 7 8 25
S. typhimurium - - -
S. aureus 7 8 25
S. epidermidis - - -
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4.1. istatiksel Analiz

ANOVA, Desktriptif ve Homojen testi Vitis vinifera, Linum usitatisssimum and

Lepidium sativum yaglarinin farkli boyutlardaki inhibisyon alanlarmin farkli

bakterilere karsi etkisini 6lgmek i¢in IBM spss versiyon 24 (Tablo 4.4.) ile yapilmistir.

Tablo 4.4. Inhibisyon Alan: (Duncan ) 8 Std.Sapma

Bakteri (Inhibisyon Alam Biiyiimesnin Ortalama Capi) (mm)
L.usitatissimum | ,,L.Sativum ,V.Vinifera.
5 ul/disc 15 w/disc 5 Mg/disc | 15 Mg/disc | 5 Mg/disc | 15
Mg/d
isC
E_Asroge | 6.6°+0.36" | 7.08+£0.76~ | 6.6A+0.36" | 7.0A+1.0® 6.6'+0.36" | 0.76
ns 74+
1
P_flover | 7.0A£0.76~ | 8.0B+£1.0® | 7.0A+£0.76~ | 8.0BA+1.0° | 6.72+9.0° +1.08
BAR.0
S_epider | 7.174+0.76» | 8.084+1.08
mis
S_Infantis | 8.084+£0.76* | 9.0%+1.0% | 7.02£0.76~ | 7.0+1.0® 7.0A+0.95% | +1.0®
7.34
K_pneum | 9.0°+0.76* | 9.0°+1.0° | 6.0°+1.0° 9.04+4.4% | 7.34+0.95" | +1.0°
onia BAR.0
E_faeciu 6.6°%0.36" | 7.04+0.76~
m
S_Aureus 8.08A+£0.76" | 8.08A+£1.0° | 7.1A£9.0° | +1.0°
BAS.0
S_typhim 8.08A+£0.76™ | 8.0BA+1.0°
S_Kentuc 7.1440.85" | +1.0°
ky BAg
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Grafik 4.1. Linum Usitatsamum.

5 ve 15mg/disk Linum usitatisimum konsantrasyonlarinin farkli bakterilerdeki
(E.Asrogens, P.flover, S.epidermis, S.Infantis ve K.pneumonia.)inhibisyon alani
(DDM)
Vitis Vinifera
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Grafik 4.2. Vitis Vinifera.

5 ve 15mg/disk Vitis Vinirera konsantrasyonlarinin farkli bakterilerdeki (E.
K.pneumonia, E.Asrogens, P. flover, S Infantis, S.Aureus ve S_Kentucky) inhibisyon
alan1 (DDM).
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Lepidium Sativum
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Grafik 4.3. Lepidium Sativum.

5 ve 15mg/disk Lepidium sativum konsantrasyonlarmin farkli bakterilerdeki
(.pneumonia, S.typhim, E.Asrogens , P. flover, S Infantis, S.Aureus ve E faecium.)
inhibisyon alan1 (DDM).

4.2. GC-MS Analiz Sonuglan

Vitis Vinifera, Lepidium Sativum ve Linum usitatissimum yaglarinin GC-MS soguk
pres analizi sonuglar1 Tablo 4.5’de gosterilmistir. %3’den fazla olan bilesenleri ana
bilesenler olarak seg¢ilmis ve diger bilesenlerle birlikte tablolarda verilmistir. V.
Vinifera ‘nin 31 bileseni yag asidi taramasinda belirlenmistir. GC-MS analizleri, V.
Vinifera'nmin baglica bilesikler olarak Heksadekanoik asit, metil eser (% 7.96), 9,12-
Oktadekadienoik asit (ZZ) -metil ester (% 39.08), 9-Oktadekadienoik asit-metil ester,
(E) (17.70 E, E, Z-1,3,12-Nondekatrien-5.14-Metil stearat (% 5.64), 9-
Oktadekadienoik asit, 1,2,3-propanetriil ester, (EEE) - (% 3.29) Diol (% 14.64)
icerdigini ortaya koymustur.

Yirmi yedi bilesen Lepidium Sativum’un yag asidi taramasinda belirlenmistir. MS
analizleri, S. indicum'un ana bilesikler olarak heksadekanoik asit, metil ester (% 6.37),
9.12-Oktadekadienoik asit (ZZ) -, metil ester (% 9.24), E, E, Z-1,3,12-Nondekatrien-
5.14 , Metil ester (% 13.47), Eakosatrienoik asit, metil ester (% 3.65), di- (9-
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oktadesenoil) -gliserol (% 4.25), dimetilformamid Metil 5.11.14.17-eikozatetraenoat
(% 5.85), 13-Docosenoik asit, metiltil ester (% 7.79) igerdigini ortaya koymustur.

Yirmi alt1 bilesen Linum usitatissimum 'un yag asidi taramasinda belirlenmistir. GC-
MS analizleri Linum usitatissimum 'un ana bilesikler olarak Heksadekanoik asit, metil
ester (% 5.35), 9.12-Oktadekadienoik asit (ZZ) -, metil ester (% 14.01), 9.12.15-
Octadekadienoik asit .- metil ester, (Z, Z, Z) - (% 51.18) ), Metil stearat (% 4.45), 9-
oktadekadienoik asit, 1,2,3-propanetriil ester, (EEE) - (% 7.02), metil-5,11,14,17-
eikozatrienoat (% 10.37) icerdigini ortaya koymustur.

28



Tablo 4.5. Vitis Vinifera, Lepidium Sativum and Linum usitatissimum 'un GCMS Yag Asidi Tarama Sonuglart

Vitis Vinifera Lepidium Sativum Linum usitatissimum

R,Zama | Alan% [sim R,Zamam Alan % | Isim R,Zam | Alan% | Isim

ni ani

13.999 0.06 Metil 12.577 0.03 Ar-turmerone 18.775 | 0.05 9-Heksadekanoik
tetradekanoat asit, metil eser (2)

18.635 0.04 6-Oktadesenoik | 14.001 0.03 Tetradekenoik asit, metil 19.307 | 5.35 Heksadekanoik
asit, metil ester, ester (ASC) asit, metil ester
2 -

18.763 0.12 9- 18.653 0.05 8,11,14-Dacosatrienoik 21.226 | 0.05 Cis-10-
Heksadesenoik asit, metil ester Heksadekanoik
asit, metil ester, asit, metil eser
2 -

19.309 7.96 Heksadekanoik | 18.766 0.13 9-Heksadekanoik asit, metil | 21.805 | 0.06 Heksadekanoik
asit, metil ester ester (2) asit, 15-metil-

metil ester
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Tablo 4.5'in devam.

20.991 0.03 Heksadekanoik asit, 19.309 | 6.37 Heksadekanoik asit, metil 23.195 | 0.05 1-Docosanol (CAS)
etil ester (CAS) ester
21.190 0.05 9,12-Oktadekadienoik | 21.675 | 0.04 Oksiran, heptadesil 23.498 | 14.01 | 9.12-Oktadekadienoik
asit (Z, Z) -, metil asit (ZZ) -, metil ester
ester
21.797 0.07 Heptadekanoik asit, 21.802 | 0.04 Heptadekanoik asit, metil 23.709 | 51.18 | 9.12.15-
metil ester (CAS) ester Oktadekadienoik asit .-,
metil ester, (Z, Z, Z) -
23.559 39.08 9,12-Oktadekadienoik | 23.490 | 9.24 9.12-Oktadekadienoik asit | 24.213 | 4.45 Metil stearat
asit (Z, Z) -, metil (ZZ) -, metil ester
ester
23.658 17.70 9-Oktadesenoik  asit, | 23.678 | 35.64 E, E, Z-1,3,12-Non- 24.605 | 1.17 9-Oktadekadienoik asit,
metil ester, (E) - karoten-5.14-diol 1,2,3-propantril ester,
’ (E, E,E) -
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Tablo 4.5'in devam

23.752 0.89 9-Oktadesenoik | 24.212 3.06 Metil stearat 27.694 | 0.42 | Metil, 15-hidroksi-
asit (Z) -, metil 9,12-oktadekadienoat
ester

24.213 5.64 Metil stearat 24.607 1.95 Oleik asit 27.808 | 0.12 | Trisiklo [20.8.0.0

(7.16)] triakotan, 1
(22), 7 (16) -
diepoksi-

24.598 3.29 9-Oktadesenoik | 27.682 0.03 Nonadekanoik asit, metil ester | 27.891 | 0.27 | 9-Oktadesenoik asit,
asit, 1,2,3- 12-hidroksi-metil
propanetri! ester, (2) -

Ester, (E, E, E) -

25.028 0.45 N-propil 9,12- 30.998 0.72 Metil 8,11,14- 27.983 | 0.46 | Rinoleik asidin
oktadekadienoat heptadekatrienoat metil esteri

25.153 0.17 Etil Oleat 27.895 0.20 9-Oktadekadienoik asit.1.2.3- | 28.065 | 0.43 | Heksadekanoik asit,

propanetri! Ester, (E, E, E) 2-hidroksi-1,3
propantril ester
(CAS)
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Tablo 4.5'in devam

27.560 0.17 Siklopropanoktano | 28.064 0.99 Cis-11,14-Eakosatrienoik 28.158 | 0.65 11-Eikosenoik asit,
ik asit, 2 - [[2 - [(2- asit, metil ester metil ester
etilsiklopropil)
metil] siklopropil]
metil] - metil ester

27.875 0.21 9-t-Butil-trisiklo 28.179 13.47 11-Eikosenoik asit, metil 29. 0.26 Metil 18-

[4.2.1.1 (2.5)] ester 708 metilnondekanoat
dekan-9,10-diol

28.151 1.81 Cis-llI-Eikosenoik | 28.306 0.11 Cis-11-Eakosatrienoik asit, | 29.357 | 0.10 Tnilinolein
asit, metil ester metil ester

28.703 0.37 Metil 18-metil 28.711 3.65 Eakosatrienoik asit, metil 29.338 | 0.15 Trisiklo [20.8.0.0
nonadekanoat ester (7.16)] triakotan, 1 (22),

7 (16) -diepoksi-
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Tablo 4.5'in devam

29.041 0.16 Oksiraneoktanoik asit, 3- 31.948 | 2.85 | Metil 5.11.14.17- 32.171 | 7.02 9-Oktadekadienoik asit,
oktil-, metil ester, trans- eikozatetraenoat 1,2,3-propantril ester,
(CAS) (E.E.E) -

29.234 0.88 2,6-Bis (3,4- 32.051 | 4.25 | D1- (9-oktadesenoil) - 32,035 | 10.37 Metil-5,11,14,17-
metilendioksifenil) -3,7- gliserol 1 eikozatrienoat
dioksabisiklo (3.3.0) oktan

29.325 0.60 6-Heksadesenoik asit, 7- 32.159 | 5.85 | Metil 5.11.14.17- 32.667 | 1.07 Glisidol stearat
metil, metil ester (E) eikozatetraenoat

29.419 1.34 2,6-Bis (3,4- 32.715 | 7.79 | 13-Docosenoik asit, metiltil | 33.366 | 0.20 Metil 20-metil-
metilendioksifenil) -3,7- ester henikosanoat
dioksabisiklo (3.3.0) oktan
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Tablo 4.5'in devam

29.041 0.16 Oksiraneoktanoik asit, | 31.948 2.85 | Metil 5.11.14.17- 32.171 | 7.02 9-Oktadekadienoik asit,
3-oktil-, metil ester, eikozatetraenoat 1,2,3-propantril ester,
trans- (CAS) (E.E.E) -

29.234 0.88 2,6-Bis (3,4- 32.051 4.25 | Di- (9-oktadesenoil) — 32,035 | 10.37 Metil-5,11,14,17-
metilendioksifenil) - gliserol 1 eikozatrienoat
3,7-dioksabisiklo
(3.3.0) oktan

29.325 0.60 6-Heksadesenoik asit, 32.159 5.85 | Metil 5.11.14.17- 32.667 | 1.07 Glisidol stearat
7-metil, metil ester (E) eikozatetraenoat

29.419 1.34 2,6-Bis (3,4- 32.715 7.79 | 13-Docosenoik asit, metiltil | 33.366 | 0.20 Metil 20-metil-
metilendioksifenil) - ester henikosanoat
3,7-dioksabisiklo
(3.3.0) oktan
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Tablo 4.5'in devam

29.625 0.19 - | 13-en-l-oik asit, 32.855 0.26 Cis-11,14,17- 33.910 | 0.57 Z,7-4,15-
9,11,15-trihidroksi- Eikosatrienoik asit metil Oktadekadien-1-ol
6-okso-, metil ester, ester asetat
(9a, 114, 13E,

29.834 0.19 Naftalin, dekahidro- | 33.362 1.10 Metil 20-metil- 34.448 | 0.54 E, E, Z, -1,3,12-Nona
I, 6-dimetil- (CAS) henikosanoat dekatrien-5,14-diol

30.545 0.19 Butanoik asit, 3,7- 38.444 0.40 9-Oktadekadienoik asit, 35.089 | 0.32 E,E Z -1,312-
dimetil-2,6- 1,2,3-propantril ester, 3 Nonadekatrien-5,14-
oktadienil ester, (E) (EE.E) - diol

30.905 0.17 Trisiklo [20.8.0.0 39.405 1.12 Cis-15-tetrakosensaeure, 38.430 | 0.16 9-Oktadekadienoik
(7,16)] triakontan, 1 metilester asit, 1,2,3-propantril
(22), 7 (16) - ester, (EE.E) -
diepoksi-
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Tablo 4.5'in devam

32.026 | 14.64 E, E, Z7-1,3,12- 40.452 | 0.63 Tetracosanoik asit, metil 100.00
Nonadekatrien-5,14- ester
diol

32.657 | 1.95 Glisidol stearat 100.00

33.342 | 0.28 Metil 20-metil-
henikosanoat

36.037 | 0.10 Butil 6,9,12-
heksadekatrienoat

37.703 | 1.22 3-Amino-4-piperonil-5-
pirazolon

100.00
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma Linum Usitatisimum, Lepidium sativum ve Vitis vinifera’min yag
ektratlarinin antibakteriyel etkilerini test etmek amaciyla tasarlanmistir. Bu
ekstratlarin gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 etkileri disk difizyon ve

MIK analizleri ile incelenmistir.

Linum Usitatisimum yag ektratinin antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.1.’de
gosterilmistir. Linum Usitatisimum’'un Enteribacter estrogens, Salmonella infants,
Pseudomonas floverscans, Klebsella pneumonia ve Staphylococcus epidermis
uzerindeki 15 ve 5 pg/disk konsantrasyonlarindaki inhibisyon alani anlamli olarak
kaydedilmistir (P<0.05). Linum Usitatisimum 'un en yiksek antimikrobiyal aktivitesi
15 pg/disk konsantrasyonunda K. Pneumonia’ya karsi gozlemlenmistir (9.0 £1.0).
Ayn1 bakteriye kars1 5 pg/disk konsantrasyonundaki oran 8.5+0.7°dir. Tablo 4.1. ve
4.4.’te de gorildigii iizere en diisiik inhibisyon alan1 E. Asrogens kars1 5 pg/disk
konsantrasyonunda gozlemlenmistir (6.6+0.36). Bu sonu¢ Kreander ve .ark (2006)’nin
L. usitatissimum tohum ektratlarin1 kullandig1 ve tiim yag konsantrasyonlarini 10.2-
23.5mm yar1 g¢apindaki inhinisyon alanina sahip bakterilere karsi teste edidigi
caligmasiyla paralellik gostermektedir. K. Pneumonia sahip oldugu ektratin ylksek
konsantrasyonda tutulmasini engelleyen gozenekler igeren sitoplazmik zarinedeniyle
yag ekstatlarina karsi en fazla hassasiyeti gosteren bakteri olmustur. Ayni sekilde
Altwair ve Edraha, (2015) Borchardt vd. (2009)’nin ¢aligmalar1 L. Usitatissimum ham
ekstratinin antimikrobiyal aktivite gdsterdigini ortaya koymus ve keten tohumunun
metonal ekstratlarinin  P. aeruginosa, E. coli ve C.albicans’in gelismesini
engelledigini gostermislerdir. Diger c¢alismalar da akéz ve kloroform Linum
usitatisimum ekstatlarmm giiglii antibakteriyel aktivite gosterdigini kanitlamustir.
Keten tohumu ekstratlar1 antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip olup coli,
Proteus.vugaris, Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphii, Klebsiella
pneumoniae, Lactobacillus, Saccharomyces cereviseae’ya karst maksimum

inhibisyon alanina sahiptir (Narender vd, 2016).
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Bu galisma lepidium sativum 'un anlamli degisiklikler (etkiler) gostermedigini ortaya
cikarmistir (P> 0.05). Bu durumun aksine Omenka ve Osuoha (2000) Rashad’in
bakteri direncine sahip oldugunu iddia etmislerdir. Lepidium sativum tohumlarmin
ekstatlari organizmalara kars1 test edilmistir: Agar Kuyu Difiizyon Yodntemi Lepidium
sativum 'un antimikrobiyal aktivitesini test etmek i¢in kullanilmistir. Bu yontem
ekstratlarin ortama daha iyi karigmasini ve bdylelikle organizmalarla temasinin
gelismesini saglar. Lepidium sativum tohumlarinin yag ekstratlarinin % 2.5 , 5 ve 10
konstantrasyonlarinda alt1 patojenik organizmaya karsi inhibisyon alani agisindan
(mm yar1 ¢ap) antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Sonuclar Lepidium sativum 'un
% 2.5, 5 ve 10 konstantrasyonlarinda Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Proteus
vulgaris ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi aktif oldugunu ortaya koymaktadir.
Bunun yani1 sira sonuglara gore Lepidium sativum ekstratinin bu Dbitkiden
antimikrobiyal maddelerin ¢ikartilmasindaki en iyi solvent oldugu sdylenebilir. Diger
caligmalar K. pneumoniae’nin A. porrum, sativum (bahce teresi) ve Allium porrum
(pirasa’un da dahil oldugu tiim ekstatlara karsi direngli oldugunu gostermistir. Bu
durum K. pneumoniae yapisinda, onu bitki Oziitliniin etkisinden koruyan veya bu
Oziitlerin hiicrenin i¢ine girmesini Onleyen bir kapsiilin varhgma atfedilebilir.
Akroum, Satta ve Lalaoui (2009), Akrayi ve Tawfeeq (2012), Abuelgasim ve Hassan
(2015) Lepidium sativum'un metanol ekstraktinin, Gram negatif Proteus vulgaris ve
maya Candida albicans'a kars: yiiksek aktiviteye sahip oldugunu, ancak kloroform
ekstraktinin test edilen tiim standart organizmalara kars1 aktif olmadig1 halde, Gram
pozitif Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus'a karsi diisiik aktiviteye sahip

oldugunu kesfettiler.

Calismada ayrica Vitis vinifera 'nin Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa Gram negatif bakterilerine karsi sonuglarmin
anlamli degisiklik gostermedigi ortaya konmustur (P> 0.05). Gram-negatif bakterilerin
lipo-polisakaridik duvarmin ekstrakte edilen polifenollerin sitoplazmaya girmesi i¢in
biiyiik bir engel sdylenebilir ve dolayisiyla herhangi bir inhibisyona olusmamaistir.
Uziim, yiiksek miktarda monomere gore daha yiiksek bir antimikrobiyal etkinlige
sahip olan (-) epikatesin dimer ve trimerler icerir. Scalbert (1991) tanenlerin
antibakteriyel aktivitesinin, siyah Gzimuln antibakteriyel etkisine neden olabilecek

ekstraseliiler mikrobiyal enzimlerin inhibisyonuna bagli olabilecegini 6ne stirmiistiir.
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Ustelik bakteril biiyiime ortamindan metal iyonlarinm komplekslesmesi, bunlarm
antimikrobiyal 6zellikleri i¢in olas1 bir mekanizma olabilir. Neredeyse ayni sonuglar
250mg/ml etanolik tiziim kabugu ekstratmin S. aureus ve E. faecalis e karsi sirasiyla
7mm ve 59 mm inhibisyon alanina sahip oldugunu bulan Nirmala ve
Narendhirakannan (2011) tarafindan da elde edilmistir. Yadav, Kumar, Kumar ve
Mishra (2015) S. typhimurium ve E. coli’nin tim iiziim polifenollerine kars1 direngli
oldugunu goéstermislerdir. Ayn1 dogrultuda, Oliveira ve ark. (2013), Kabir, Sultana ve
Kurnianta (2015), Ozkan, Sagdi¢, Goktiirk Baydar ve Kurumahmutoglu (2004),
Papadopoulou, Soulti ve Roussis (2005) S. typhimuriumve E. coli’nin zim

ekstratlarinin antimikrobiyal etkisine kars1 oldukge direngli oldugunu belirtmislerdir.

Olumsuz sonuglar, 6te yandan, bitkinin etkisiz oldugunu veya biyoaktif bilesenlerden
mahrum oldugunu gostermez ¢unki aktif bilesenler ham ekstratlarda yetersiz miktarda
bulunabilir. Bu nedenle, kullanilan doz seviyeleri inhibitor aktivite gostermeye yeterli
olmamis olabilir. Inhibitdr aktivite yiiksek dozlar kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir.
Alternatif olarak aktif madde yiksek dozlarda bulunsa bile biaktif maddenin pozitif
etkilerine kars1i antagonistik Ozellik sergileyen bilesenler etken maddenin
antibakteriyel aktivitesi sifirlaniyor olabilir. Ayrica kullanilan ekstratlar test edilmeyen

bakterilere kars1 aktif olabilir.
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Tablo 5.1.

Ana Bilesenlerin Karsilastirimlasi.

Vitis Vinifera Lepidium Sativum Linum usitatissimum
R,Zam | Ala Isim R,Zam | Alan Isim R,Zam | Alan Isim
ani n % ani % ani %
19.309 | 7.9 | Heksadekanoik | 19.309 | 6.37 | Heksadekanoik asit, metil 19.307 | 5.35 Heksadekanoik asit, metil ester
6 asit, metil ester ester
23.559 | 39. | 9,12- 23.490 | 9.24 | 9.12-Oktadekadienoik asit | 23.498 | 14.01 | 9.12-Oktadekadienoik asit
08 | Oktadekadienoi (ZZ) -, metil ester (ZZ) -, metil ester
k asit (Z, Z) -,
metil ester
23.658 | 17. | 9-Oktadesenoik | 23.678 | 35.6 | E, E, Z-1,3,12-Non- 23.709 | 51.18 | 9.12.15-Oktadekadienoik asit
70 | asit, metil ester, 4 karoten-5.14-diol .-, metil ester, (Z, Z, Z) -
(E) -
24.213 | 5.6 | Metil stearat 24.212 | 3.06 | Metil stearat 24.213 | 4.45 Metil stearat
4
24,598 | 3.2 | 9-Oktadesenoik | 28.179 | 13.4 | 11-Eikosenoik asit, metil 32.171 | 7.02 9-Oktadekadienoik asit, 1,2,3-
9 asit, 1,2,3- 7 ester propantril ester, (E.E.E) -
propanetri!
Ester, (E, E, E)
32.026 | 14. | E, E, Z-1,3,12- | 28.711 | 3.65 | Eakosatrienoik asit, metil 32,035 | 10.37 | Metil-5,11,14,17-
64 | Nonadekatrien- ester 1 eikozatrienoat
5,14-diol
32.051 | 4.25 | D1- (9-oktadesenoil) —
gliserol
32.159 | 5.85 | Metil 5.11.14.17-
eikozatetraenoat
32.715 | 7.79 | 13-Docosenoik asit, metiltil

ester
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Ucg bilesen (Heksadekanoik asit, metil ester, 9,12-Oktadekadienoik asit (Z, Z) -, metil
ester ve Metil stearat) kullanilan ii¢ bitki tohumunda da tespit edilmistir (V. Vinifera,
L. Sativum ve L. usitatissimum):sirasiyla Heksadekanoik asit, metil ester (% 7.96,%
6.37 ve% 5.35), 9,12-Octadekadienoik asit (Z, Z) -, metil ester (% 39.08,% 9.24 ve%
14.01), Metil stearat (% 5.64,% 3.06) Ve% 4.45).

9-Oktadesenoik asit, 1,2,3-propanetriyl ester, (E,E,E)- V. Vinifera’'da %3.29 oraninda
ve L. usitatissimum 'da % 7.02 oraninda tespit edilmistir. E,E,Z-1,3,12-Nondecatriene-
5.14-diol V. Vinifera’da %14.64 oraninda ve L. Sativum 'da %35.64% oraninda tespit
edilmigtir. Metil 5.11.14.17-eikozatetraenoat L. Sativum’da %5.85 oraninda ve L.

usitatissimum’da %10.37 oraninda tespit edilmistir.

Her bitkide en ¢ok oranda bulunan bilesenler su sekildedir: V. Vinifera yaginda 12-
Oktadekadienoik asit (Z, Z) -, metil ester (% 39.08); L. Sativum yaginda E,E,Z-1,3,12-
Nondecatriene-5.14-diol ~ (%35.64); L. usitatissimum  yaginda  9.12.15-
Oktadekadienoik asit .-, metil ester, (Z, Z, Z) - (% 51.18).
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6. SONUC

Bu arastirmanin sonucunda bu ¢aligmada test edilen linum usitatissimum, lepidium
sativam ve vitis viniferanin tibbi tohumlarindan elde edilen yaglarin mikroplar
iizerinde antimikrobiyal etkilerinin olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Bu demek degildir ki bu

tohumlar iyi degildir ¢iinkii sonuglar birgok faktore baghdir, bunlar:

a. Konsantrasyon.

b. Antimikrobiyal test.
C. Yag ekstrat.

d. Bolge ve mevsim.
e. Yaprak veya tohum.

Bu ¢alisma ayrica test edilen tohumlarin Gaz kromatografisi-kitle spektrometresi
analizine gore birgok nutrient ve yag asidi agisindan zengin oldugu sonucuna varmistir
ki bu durum herhangi bir yan etkisi olmaksizin insan saghigma olumlu etki edecek bir

durumdur.
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