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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

Mus Ilindeki Verbascum insulare ve Inula helenium subsp. pseudohelenium
Bitkilerinden Elde Edilen Ekstraklarin Antimikrobiyal ve Antioksidan Aktiviteleri
ile Fenolik Icerikleri

Nimet YILMAZ
Mus Alparslan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Yusuf ALAN
2018, 78 Sayfa
Jiiri

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Yusuf ALAN

Jiiri Uyesi: Prof. Dr. Murad Aydin SANDA

Jiiri Uyesi: Dr. Ogr. Uyesi Metin KERTMEN

Mus ilinden toplanan Verbascum insulare ve Inula helenium subsp. pseudohelenium bitkilerinin
yaprak ve kok kisimlarindan elde edilen etanol ve saf su ekstraktlarinin fenolik madde icerikleri HPLC ile
belirlenerek, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirildi. 1. helenium bitkisinin yaprak etanol
ekstraktinda gallik asit, vanilin ve salisilik asit tespit edilmezken, kok etanol ekstraktinda ise sadece gallik
asit varlig1 tespit edilmedi. Gallik asit varligi hi¢bir ekstraktimizda tespit edilmedi. V. insulare bitkisinin
yaprak saf su ekstraktinda curcumin ve salisilik asit tespit edilmezken, kok saf su ekstraktinda ise vanilin
varligi tespit edilmedi. Gallik asit varligi hi¢bir ekstraktimizda tespit edilmedi. I. helenium yaprak ve
koklerinden elde edilen etanol ekstraktlart g¢aligmamizdaki biitin mikroorganizmalar iizerine
antimikrobiyal aktivite gosterirken, saf su ekstraktlarinin sadece funguslar lizerine antifungal aktivite
gosterdigi saptandi. V. insulare ekstraktlarimiz funguslar {izerine antifungal aktivite gosterirken, higbir
ekstraktimizin  antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptandi. Aynm1 zamanda V. insulare etanol
ekstraktimizin saf su ekstraktimizdan daha iyi antifungal aktivite gosterdigi belirlendi. I. helenium
ekstraktlarimizin giiglii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu, 6zellikle DPPH radikallerini gidermede ve
lipit peroksidasyonlarini inhibe etmede BHA ve BHT standart antioksidanlara yakin ya da daha yiiksek
aktivite gosterdigi belirlendi. V. insulare ekstraktlarimizin antioksidan 6zelliklerine bakildiginda etanol
ekstraktinin saf su ekstraktindan daha iyi aktivite gosterdigi belirlendi. Genel olarak bakildiginda 6zellikle
V. insulare etanol ekstraktimizin standart antioksidanlardan (BHA ve BHT) daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, Ekstrakt, HPLC, Fenolik, Inula helenium subsp.
pseudohelenium, Verbascum insulare



ABSTRACT

Master Thesis
Antimicrobial and Antioxidant Activities and Phenolic Contents of Extracts from

Verbascum insulare and Inula helenium subsp. pseudohelenium Plants

Nimet YILMAZ
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The Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology
Advisor: Dr. Yusuf ALAN
2018, 78 Pages
Jury Members
Advisor: Dr. Yusuf ALAN
Jury: Prof. Dr. Murad Aydin SANDA
Jury: Dr. Metin KERTMEN

The aim of this study was to investigate the antimicrobial, antioxidant activities and phenolic
contents of extracts from two different plants, namely, Verbascum insulare and Inula helenium subsp.
Pseudohelenium collected from Mus province in Turkey. For this purpose, the ethanol and pure water
extracts were obtained from the leaf and root parts of such plants and investigated using HPLC. The test
results showed that none of gallic acid, salicylic acid and vanillin was found in the leaf ethanol extract of I.
helenium, gallic acid was not present in the root ethanol extract only. While the leaf pure water extract did
not contain gallic acid, vanillin and curcumin, the root pure water extract did not comprise gallic acid,
kaempferol, vanilin, salicylic acid and curcumin. Gallic acid was not identified in any of the extracts.
Curcumin and salicylic acid were not found in the leaf pure water extract of V. insulare plant, whereas
vanillin was not present in its root pure water extract. Similarly, gallic acid was not detected in any of the
extracts. The ethanol extracts of I. helenium leaves and roots showed antimicrobial activity against all
microorganisms in this study, whereas pure water extracts displayed antifungal activity against fungi only.
Although all V. insulare extracts were found to show antifungal activity against fungi, none of them showed
antimicrobial activity. It was also observed that V. insulare ethanol extract showed better antifungal activity
in comparison with the pure water extract. Another important finding of this study was that I. helenium
extracts possessed strong antioxidant features. Particularly, in the removal of DPPH radicals and inhibition
of lipid peroxidation, they showed similar or higher activity than BHA and BHT standard antioxidants. In
terms of the antioxidant properties of the V. insulare extracts, ethanol extract was seen to show better
activity than pure water extract. In general, particularly V. insulare ethanol extract showed higher activity
than standard antioxidants (BHA and BHT).

Keywords: Antimicrobial, Antioxidant, Extract, HPLC, Inula helenium subsp. pseudohelenium, Phenolic,
Verbascum insulare
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1. GIRIS

Bitkiler insanligin var olusundan giiniimiize kadar hayatin devam i¢in kullanilan
vazgegilmez temel kaynaklardan biridir. Insanlar kendi ihtiyaglarini karsilamak amaciyla
tabiatta bulunan bitkileri bir¢ok alanda ve ¢esitli 6zelliklerinden ve ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde faydalanmak i¢in kullanmislardir (Njume ve ark., 2009, Deveci ve ark.,
2016). Bitkilerin insanlar tarafindan siklikla kullanildiklar: alanlari; ilag sanayi, kozmetik
ve parfumeri, yiyecek endiistrisi, ev temizlik iirlinleri imalat1 vb. seklinde siralayabiliriz.
Gegmisten giliniimiize insanlar bitkilerden daha ziyade gida olarak istifade etmislerdir.
Gliniimiizde ise bitkilerin koku verici, tatlandirici, tedavi edici vb. 6zelliklerini ortaya
cikaran ve sekonder metabolit olarak adlandirilan {iriinleri i¢in kullanilmaktadirlar

(Bayram ve ark., 2010; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Halk arasinda tedavi amactyla kullanilan bitkilerin ¢esitli kisimlarinin, kaynatma
veya suya daldirma, pisirme ve/veya harici olarak uygulanmasi gibi birgok kullanilig sekli
bulunmaktadir. Bitkilerin dahilen kullaniliglari durumunda ise genellikle bal veya pekmez
ile tatlandirilmaktadir. Giiniimiize kadar iilkemizde yapilan halk ilac1 arastirmalarina
baktigimizda insanlar tarafindan, bitkisel kokenli ilaglarin en fazla basur tedavisi igin
kullanildig1 karsimiza ¢ikmaktadir (Giirhan ve Ezer, 2004). Basur hastaliginin dykiisii
insanlik tarihi ile es zamanli bir goriinim c¢izmektedir. Milattan 6nce 1700-1500
yillarinda yazilmis olan papiriislerde anal patolojiler genis yer bulmustur. Edwin Smith
papiriisleri ad1 verilen yazitlarda tiir belirtmeksizin tiim agrili anal hastaliklar i¢in bir
topikal tedavi oOnerilmektedir. Ogiitiilmiis akasya yapraklarinin kaynatilmas: ile
hazirlanan bulamacin aniise yerlestirilmesi ve iizerine keten bezinden bir tampon

konulmasi ile hastanin hizla iyilesecegi bildirilmistir (Sokiicti, 2007).

Bitkilerde antioksidan 6zellik gésteren temel bilesenleri; fenolik bilesikler ve
flavonoitler olarak sayabiliriz (Connor ve ark., 2002; Guo ve ark., 2003). Fenolik
bilesikler ve flavonoitler, temel maddeleri fenol olan ve giines 15181 yardimiyla bitkilerin
hertarafinda bulunabilen organik yapili bilesiklerdir. Suda ve organik c¢oziiciilerde
¢oziiniirler. Flavonoitler, UV 1sinlarina ve mikroorganizmalara kars1 bitkilerin kendilerini
korunmalarini saglar. Lipit peroksidasyonu canli organizmada istenmeyen bir durumdur.
Polifenolik bilesikler ve flavonoitler, canli organizmada hayati 6neme sahip lipid
peroksidasyonunun olusmasini engellemek igin, serbest radikallerin zararli etkilerini
inhibe ederek ve metal iyonlarini selatlayarak oksidasyonu azaltmak suretiyle antioksidan

ozellik gosterirler (Stevenson ve Hurst, 2007).



Fenolik bilesikler bitkilerin tiim kisimlarinda karsilagilabilen sekonder
metabolitlerdir. Fenolik bilesikler bitkiler tarafindan bir¢cok fonksiyonun (biiylime,
lignifikasyon, pigmentasyon, tozlasma gibi gesitli siireclerde ve patojenlere, predatorlere
ve cevresel strese karsi direng vb.) ortaya ¢ikmasi siirecinde sekonder metabolit olarak

tiretilirler (Taner, 2015).

Yeryiiziinde bulunan biitiin bitkiler, cok farkli 6zellikte ve miktarlarda fenolik
bilesikler ihtiva etmektedirler. Fenolik bilesikler sebze ve meyvelerde tat ve renklerin
ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Bitkiler yapilarinda bulundurduklari fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellik ve antimikrobiyal etkilerine sahip olmalarindan dolay1 saglik tizerinde
olumlu etkileri bulunmaktadir (Yorulmaz ve Tekin, 2008). Bu o6zellikleri goz oniinde
tutularak fenolik bilesiklerin ila¢ ve gida endiistrisinde kullanim alanlar1 gittikce

artmaktadir (Saricam, 2014).

Mikroorganizmalar nedeniyle ortaya ¢ikan bir¢ok hastaligin tedavisinde insanlar
cogunlukla antimikrobiyal etki gosteren ilaglar kullanmaktadirlar. Ancak kullanilan bu
ilaglara kars1 mikroorganizmalar cesitli savunma mekanizmasi olusmustur ve direng
kazanmigtir. Bu diren¢ nedeniyle antimikrobiyal ilaglarin kullanimi kisitlanmaktadir
(Oztiirk, 2008). Mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 gelistirmis oldugu direng
mekanizmalarindan dolay1 antimikrobiyal etkili bitkisel iiriinlerin énemi glinden giine
artis gostermektedir. Bitkilerde elde edilen ekstraktlar ve ucucu yaglar antimikrobiyal
bilesiklerin dogal kaynagin1 meydana getirmektedir. Antimikrobiyal etki 6zelligine sahip
sekonder  metabolitler,  gidalarda  olusan  mikroorganizmalarin  gelisimini

onleyebilmektedirler (Berk, 2012).

Bu ¢alismamizda halk arasinda basur tedavisinde kullanilan Mus ilinde yetisen V.
insulare ve 1. helenium subsp. pseudohelenium bitkilerinin kok ve yapraklarindan elde
edilen su ve etanol ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal etkileri ve fenolik igerikleri

arastirilmagstir.
1.1. Asteraceae Familyasi

Yeryiiziinde 1620 cins ve 22750’ den fazla tiir ile temsil edilen Asteraceae
familyas1 oldukca genis habitat gostermekte ve lilkemizde de pek ¢ok takson ile temsil
edilmektedir. Tiirkiye’ de Asteraceae familyasina dahil olan bitkiler 130 kadar cins ve
yaklagik 1100 kadar tiirii kapsamaktadir. Bu familyadaki tiirlerin bir kismi1 ¢ali formunda,

bircogu ise otsu bitkilerden olugsmaktadir. Yapraklar alternat ya da oppozit dizilisli veya



hepsi tabandadir. Cigek durumu kapitulum, tabaninda braktelerden meydana gelmis bir
involukrum bulunmaktadir. Cicekler hermafrodit ya da tek eseyli, aktinomorf veya
zigomorftur. Ciceklerde kaliks; papus, halka, pul bi¢iminde ya da korelmistir. Korolla bes
petalli, simpetal, tiip biciminde veya dil seklinde uzamistir. Tiipsii olanlar aktinomorf,
dilsi olanlar zigomorftur. Stamenler bes tane; anterleri birlesik, filamentleri serbesttir.
Ovaryum alt durumlu, iki karpelden meydana gelmis, tek ovulliidiir. Meyve tipi aken,
bazen tepesinde bir papus ya da kaliks artig1 tasiyabilir (Davis, 1982; Tanker ve ark.,
2004).

Familyaya ait; Aster, Inula, Xanthium, Eupatorium, Carpesium, Saussurea ve
Taraxacum cinsleri ¢esitli ilaglarin bilesimine giren etken maddeleri igerirler; dolayisiyla
tibbi degeri yliksek olan tiirleri kapsar. Bu familyaya 6zgii birgok tiir; ila¢ elde eldesinde,
kauguk kaynagi ve pestisit olarak, yemeklik yag elde etmek amaciyla ve sebze olarak
kullanilir. Bu familyaya ait bazi tiirlerin siis bitkisi olarak kullanimi olduk¢a yaygindir

(Ozhan, 2012).

Bu familyanin {yelerinden izole edilen ¢esitli etken madde gruplan
bulunmaktadir. Bu madde gruplarini; ucucu yaglar, monoterpenler, seskiterpenler,
seskiterpen laktonlar ve diger seskiterpen tiirevleri, diterpenler, triterpenler, flavonoidler,
fenolik asitler, steroitler, benzofuranlar, glikolipidler, poliasetilenler ve aminoasit
tiirevleri olarak sayabiliriz (Ferreira ve ark., 2004; Bai ve ark., 2005; Wu ve ark., 2006;
Manez ve ark., 2007).

1.1.2. Inula cinsi

Inula L. cinsi, Akdeniz Bolgesi basta olmak {izere; Avrupa, Asya ve Afrika
kitalarinda naturalize olmus; kuru, kayalik, daglik bolgelerden, nemli, golgeli, alcak
alanlara kadar genis bir habitat gdsteren tiirleri igermektedir. Bu tiirler, birkag
santimetreden 3 m’ye kadar degisebilen cesitli boylarda, genelde ¢ok yillik, bazen de tek
yillik olan bitkilerden olusmaktadir (Zhao ve ark., 2006; Ozhan, 2012).

I. helenium rizomlar1 en zengin inulin kaynagidir. Cok eski zamanlardan beri uyuz
ve cilt hastaliklarinda kullanilmaktadir. I. helenium ve I. graveolens tiirlerinin kok ve
yapraklarindan elde edilen ekstraktlar astim ve bogmaca oksiiriiglinlin tedavisinde
kullanilmaktadir (Akay, 2002; Cinar, 2012). I. hupehensi’nin kokleri, seker hastaligi,
bronsit ve bagirsak iilserleri birgok hastalik tedavisinde kullanilmistir. Inula tiirlerinden

izole edilen timol tiirevleri, antibakteriyel aktivite gostermistir (Zhao ve ark., 2010). I.



viscosa tlirii diiiretik topikal inflammatik ve homastatik gibi terapdtik amagla
kullanilmaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalarda 1. viscosa’nin sulu ekstraktlarinin

antifungal etki, organik ¢oziicii ekstraktlari antibakteriyal etki gostermistir (Cinar, 2012).

Diinyada Inula tiirlerinin ait baz: tiirleri geleneksel tibbi bitkiler olarak yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir. Sinirli sayida yapilan fikokimyasal arastirmalar ile aktivite
calismalarinda, Inula cinsine ait tiirlerden izole edilen bilesiklerin 6nemli farmakolojik

aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir (Ozhan, 2012).
1.1.2.1. Inula helenium L. subsp. pseudohelenium Grierson

I. helenium bitkisi (Sekil 1.1) iki yillik, ot formunda, ¢igeklenme donemi 6-8
aylarda olan, genellikle Pinus ormanlari, Quercus c¢aliliklari, bozkirlar, piiskiiriik
molozlar, tahil ve nadas tarlalarinda yayilis gosterir, 650-2300 m arasinda degisen
rakimlarda rastlanilan, endemik, iilkemizdeki dagilimi kuzey ve karasal anadolu ve

diinyadaki dagilimi ise Tiirkiye olan bir tiirdiir (Anonim, 2017a).

Avrupa ve Dogu Asya’da yaygin olarak bulunan I. helenium tiiriine ait bitkilerin
kokleri geleneksel olarak Avrupa’da terletici, idrar soktiiriicli, balgam soktiiriicii olarak;
Japonya’da geleneksel tipta hazirlanan ilaglarin bilesiminde koku verici olarak ve Cin’de
sindirim sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde, bronsit tedavisinde ve koruyucu olarak

kullanilmaktadir (Konishi ve ark., 2002).

I. helenium tiirtine ait bitkiler halk ilact olarak daha ziyade; astim, bronsit,
bogmaca gibi solunum rahatsizliklari, sindirim sistemi bozukluklari, iiriner enfeksiyonlar
ile cilt hastaliklarinin tedavisinde ve sinek kovucu olarak kullanildigi ortaya konmustur.
Ayrica bu bitkinin koklerinden elde edilen ugucu yagin sahip oldugu potansiyel
antistafilakok etkinin de, etnofarmakolojik kullanimiyla baglantili oldugu belirlenmistir

(Karacaoglu, 2014).

I. helenium ekspektoran, antitussif, diyaforetik ve bakterisidal etkilerinden dolay;
I. britannica ve I. japonica ise bakteriyal ve viral enfeksiyonlarin, enflamasyonlarin ve
timorlerin tedavisinde geleneksel Cin tibbinda siklikla kullanilmaktadir (Zhao ve ark.,
2006; Gokbulut, 2011). I. helenium L. tiiriniin baslica kimyasali alantolakton olup, bu
kimyasal bakterilere kars1 giiglii etkiye sahiptir. Ayrica I. helenium tiirleri seskiterpen,
ucucu yag, laktonlar ve baz1 fenolik maddeler yoniinden zengindir ve kokleri Avrupa’da
solunum yollar1 hastaliklarinda, Japonya’da alternatif tipta ve gilizel koku olarak, Cin’de

ise Ozellikle bronsit hastaliginda dnleyici olarak kullanilmaktadir (Sevindik, 2014).



Tiirkiye’de halk arasinda Andizotu kokii olarak bilinen I. helenium L. tiirliniin
kokleri daha ziyade, safra soktiirticii, idrar arttirici, solunumu rahatlatici, Kuvvet verici ve
kurt diisiirticti olarak kullanilmaktadir (Honda ve ark., 1996; Baytop, 1999; Gdkbulut,
2011).

Sistematikteki yeri;
I. helenium’'un TUBIVES’ e (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) gore sistematik

olarak siniflandirilmasi:

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Takim . Asterales

Familya :Asteraceae

Cins s Inula L.

Tiir > Inula helenium L. subsp. pseudohelenium Grierson.

— 2 =

Sekil 1.1. Dogal ortaminda I. helenium bitkisine ait goriintii (Nimet YILMAZ 25.07.2017)

1.2. Scrophulariaceae Familyasi

Scrophulariaceae, familyas1 yaklasik olarak 200 cins ve 3000 tiir igerir.
Scrophulariaceae familyasinin en fazla bilinen cinsi Verbascum olup diinyada 360 tiir ile
temsil edilmektedir (Y1lmaz, 2009).

Otsu veya yar1 ¢alimsi (nadiren kii¢iik agaglar), ototrof, kismen ya da nadiren
tamamen parazitik otlar, i¢ floem yok. Yapraklar stipulasiz, alternat, dairesel veya

karsilikli dizilisli. Cigekler erdisi, yaprak koltuklarinda tek veya rasemoz veya spika ya



da panikula seklinde. Kaliks 4-5 pargalidan, bilabiata kadar veya iki loblu. Korolla
birlesik genellikle zigomorf ve bilabiat, bazen tabanda mahmuz veya keseli, bazen hemen
hemen aktinomorf; korolla parcalar1 daima tomurcukta kiremit dizilisli. Stamenler
korollaya bagli 4 ve didinam ya da 2, nadiren 5, anterler enine ya da ug tarafta kapaklardan
ve tegetsel acilir; verimsiz stamenler 1-3 veya yok. Ovaryum terminal stiluslu, st
durumlu, genellikle horizontal ve iki gozlii; oviiller sigkin eksensel plasenta iizerinde ¢ok
veya az miktarda; ovaryum 2 paryetal iki parcali plesanta ile nadiren bolmesiz. Meyvalar

genellikle bir kapsul, bazen kendiliginden agilmaz (Davis, 1978).
1.2.1. Verbascum cinsi

Verbascum cinsine ait tiirler Kuzey Yarikiire’nin iliman bdlgelerine yayilmis olup
kuru, agik ve kayalik habitatlar1 tercih etmektedir (Yilmaz, 2009). Verbascum cinsi
yurdumuzda ‘Sigirkuyrugu, Kral samdani’ olarak bilinmektedir. Verbascum cinsi
yurdumuzda birgok yorede daha farkli isimler (masijark, dimiga gibi) ile de

adlandirilmaktadir.

Tiirkiye’de ise 248 tiir ve 129 melez ile temsil edilmektedir Tiirkiye, Verbascum
cinsi i¢in bir endemizm merkezidir. Endemik tiirler genel olarak Dogu, Giiney ve Ig
Anadolu’da yayilis gostermektedir. Endemik tiir sayis1 171 olup, endemizm oran1 % 69

civarindadir (Karaveliogullar1 ve ark., 2015).

Verbascum’dan elde edilen droglar tipta infiizyon halinde solunum sistemi
rahatsizliklarinda, yatistirici, idrar arttirict ve kabizlik sorunu icin kullanilmaktadir

(Zeybek, 1985; Cakir ve Bagci., 2006).

Verbascum tiirlerinin ekstrat, dekoksiyon ve infiizyonlar1 ¢ok eski zamanlardan
beri tiim diinyada halk ilaci olarak kullamlmaktdir. Ulkemizde V. phlomoides, V.
densiflorum ve V. thapsus cigekleri balgami soktiirmek ve gogiisii yumusatmak amactyla
kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Verbascum tiirleri uzun yillar gesitli tibbi amaglarla (cilt bakimi, romatizma, adet
sancilar1 ve hemoroid tedavisi gibi) kullanilmistir. Bunun yani sira tohumlarindan balik
zehiri olarak da yararlanilmistir (Baytop, 1999). Bu tiirlerin biyolojik olarak flavonoidler,
phenylethanoidler, neolignan glikozitler, saponinler, iridoidler ve monoterpen glikozitleri
gibi aktif bilesikleri igerdigi 6nceden yapilmis cesitli ¢alismalarda belirlenmistir (Tatli ve
ark., 2004; Sanl1, 2015).



Yapilan arastirmalarla Verbascum tiirlerinin ¢i¢eginin, miisilaj, ugucu yag,
hesperozit ve verbaskozit gibi flavon glikozitleri, yapraginin ise; saponin, miisilaj, rezin
ve ac1 maddeler ihtiva ettigi belirtilmistir (Baytop, 1999). Baz1 Verbascum tiirlerinin
farkli gelisme donemleri sirasinda toprak iistii kisimlarinda, kok, yaprak, ¢icek ve
tohumlarinda sekonder metabolit olarak bilinen biyolojik aktif maddeleri (alkoloid,
saponin, flavonoid, lakton, kumarin ve askorbik asit gibi) igerdikleri saptanmistir (Yalgin,
1989).

V. cherianthifolium var. cherianthifolium ve V. chrysochaete nin toprak istii
kisimlar1 egzama, romatizma, basur ve adet kanamasi agrilarinda, V. lasianthum’un ise
yaprak ve ¢igekleri basur i¢in kullanilmaktadir (Kurtoglu, 2011). Verbascum tiirlerinin
antiseptik, astrenjan, emolyan, balgam soktiiriicti, yatistirici, agri kesici, idrar arttirici ve
sitmaya karsi kullanilmakta oldugu bilinmekte, bununla birlikte, tiimor, enflamasyon,
migren, solunum sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde de kullanildiklar: bilinmektedir
(Kurtoglu, 2011).

Yiizyillar boyunca Avrupa, Asya, Afrika ve Kuzey Amerika toplumlarinda bazi
Verbascum L. tiirlerinin yaprak ve ¢igeklerinin geleneksel tipta enfeksiyon tedavisinde
kullanildigr bilinmektedir (Robbers ve Tyler, 1999).

1.2.1.1. Verbascum insulare Boiss. & Heldr

V. insulare bitkisi (Sekil 1.2) iki yillik, ot formunda, gigeklenme dénemi 6-8 aylarda
olan, genellikle nehir kenarlari, ormanlar, Corylus ve Quercus ¢alilifi ve volkanik
keseklerde yayilis gosteren, 350-2000 m arasinda degisen rakimlarda rastlanilan,
endemik olmayan, iilkemizdeki dagilimi1 kuzey anadolu ve diinyadaki 1liman Avrasya’dan

Cin’e kadar olan bir tiirdiir (Anonim, 2017b).
Sistematikteki yerti;

V. insulare’nin TUBIVES’ e (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) gore sistematik olarak

smiflandirilmasi:

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Lamiales
Familya : Scrophulariaceae
Cins : Verbascum L.

Tar : Verbascum insulare Boiss. & Heldr.



Sekil 1.2. Dogal ortaminda V. insulare bitkisine ait gérinti (Nimet YILMAZ 14.07.2017)

1.3. Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal madde, diisik dozlarda bile bakteri, viriis, mantar gibi
mikroorganizmalarin gelisimini Onleyen, biyolojik kokenli sekonder metabolitlerdir

(Unlii, 2016; Topal, 2013).

Antibiyotikler, baz1 bakteriler ve mantarlar tarafindan iretilen, bakteriler {izerine
etki gosteren dogal maddelerdir. Antibiyotiklerin bu etkileri bakterilerin ¢ogalmasini
engelleme (bakteriyostatik etki) veya onlar1 o6ldiirme (bakterisidal etki) seklindedir.
Antibiyotikler gibi etki gosteren, buna ragmen sentetik olarak iiretilen kimyasal maddeler

ise “kemoterapdtik ajanlar” olarak adlandirilmaktadir (Saran ve Karahan, 2010).

Bu maddeler enfeksiy6z mikroorganizmalarin etrafa yayilmasini, bagka canlilara
bulagsmasini ve olusturabilecekleri enfeksiyonun yayginlagsmasini engelleyerek kontrol
altina alinmasina imkan saglamaktadir. Ayrica antimikrobiyal maddeler gerekli koruyucu
ve tedavi edici dnlemlerin alinmasi i¢in de zaman kazanilmasina imkan saglamaktadir

(Arda, 1997; Ozcan, 2013).



Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalarin ¢esitli yap1 ve islevleri iizerine

bes farkli yoldan etki etmektedir (Aksit, 1993; Ozgﬁmﬁs, 2010; Topal, 2013; Unli, 2016);

Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
Sitoplazma zarimin fonksiyonu ve yapisinin bozulmasi
Protein sentezinin inhibisyonu

Niikleik asit sentez ve islevinin bozulmasi

o B~ w0 D

Kimyasal yapilarindaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi (Antimetabolit

etki) seklindedir.

Antimikrobiyal ilaglar, uzun bir siire enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkili
olmustur. Fakat antimikrobiyal ajanlarin uzun siireli kullanilmasi sonucunda
mikroorganizmalarin diren¢ gelistirmesi ve bazi1 direngli patojenlerin goriilmesi ile
antimikrobiyal ajanlarin istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikmasi gibi nedenlerden dolay1
bu ajanlarin tedavi olanaklari sinirlanmistir (Rojas ve ark., 2006; Pulcini ve ark., 2012;
Ozcan, 2013).

Antimikrobiyal direng, her gecen giin artarak karsimiza ¢ikmakta ve bu durum
coklu direnglilik kazanimiyla giderek daha biiyiikk bir problem haline gelmektedir.
Antibiyotik kullanimimin insan ve hayvanlarda artmasi sonucunda antibiyotige maruz
kalan mikroorganizma sayisinin artmasi, gida iretim endistrisinde yanlis ve fazla
antibiyotik kullanilmasi ile direncin besin zincirine ge¢mesi, dezenfektanlarin yanlis ve
rastgele kullanimi ile antimikrobiyal 6zelligi olan maddelerin su ve topraga karigsmasi
sonucunda direngli genlerle mikroorganizmalarin daha giiglii savunma mekanizmalarina
sahip olmalar1 gibi nedenlerle insan ve hayvan sagligi agisindan gittikge artan bir tehdit
olusturmaktadir (Karaaslan, 2013; Bagkaya, 2015).

Sentetik olarak iretilen ilaglarin bir¢ogu da bitkilerde bulunan herhangi bir
bilesigin izole edilmesi ve kimyasal olarak iiretilmesi sonucu yapilmaktadir. Bu nedenle
hastalik etmenleri, sentetik olarak iiretilen ilaglar karsisinda direngli mikroorganizmalar
olustugundan ilaglarn etkinligi yok olmaktadir. Bu ag¢idan bitkiler birgok etken madde
icerdiginden dolayr hastalik etmenleri olan mikroorganizmalarin bu etken maddeleri

¢oziip direng olusturmalar: gii¢ olmaktadir (Ozer ve ark., 2001).

Bitkiler tarafindan tiretilmis olan flavonoid, alkaloid, terpenoid, tanin, berberin,
Kinin ve emetinler gibi bilesikler enfeksiyon sonucunda olusan hastaliklarin tedavi

edilmesinde yogun olarak kullanilmaktadir (Hussain, 2011).
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Bitkilerden elde edilen dogal iiriinlerin bilesenleri c¢esitli yollar ile
mikroorganizma tizerinde etkili olur. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal maddeler yaygin
etkileri; sitoplazmik zarin bozulmasina, DNA/RNA islevinin yok olmasina ve sentezinin
durdurulmasina, sitoplazma iceriginin pihtilasmasina ve hiicredeki iletisimin

engellenmesi seklindedir (Radulovic ve ark., 2013).
1.3.1. Sekonder metabolitler

Sekonder metabolitler 6zellikle fenolik bilesikler, biyoaktif 6zelliklerinden dolay1
ilag, kozmetik ve tibbi bilesiklerin eldesinde énemli kullanim alanina sahiptir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan, antikanser aktivitelerinin ¢ok giiclii olmasi ile bu bilesiklerin
onemi giin gectikce artmaktadir. Ote yandan sentetik olarak iiretilen ilaglarin birgok yan
etkileri ortaya konulmus ve bunlarin saglik yoniinden tehlikeli olduklari belirtilmistir.
Sentetik ilaglarin bu etkileri azaltmak i¢in dogal kaynaklardan, bunlarin yerini alabilecek
yeni antioksidan maddelerin bulunmasi gerektigi tizerinde durularak bu yonde ¢aligmalar

ilerlemesi gerekmektedir (Sasaki ve ark., 2002; Adak, 2017).

Bitkiler, kendilerini mikrobiyal enfeksiyonlar gibi biyotik saldirilardan korumak
icin antimikrobiyal bilesikler iliretmek yetenegine sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay1
bitkiler ve bitkisel {riinler mikroorganizmalara karsi aktivite c¢aligsmalarinda

kullanilmaktadir (Kan ve ark., 2009).

Bitki tarafindan {iretilen kimyasal bilesikler; metabolik yol ve fonksiyonlarina
gore primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer metabolitlerin
sentezi biitiin canlilarda nerdeyse aynidir ve bu metabolitlerin yasam i¢in ¢ok onemli
gorevleri vardir (biiylime, metabolizma ve iireme). Sekonder metabolitlerin ise bitkinin
biiylime ve gelismesinde gorevleri bulunmaz fakat bitkinin bulundugu c¢evreye
uyumunda, tiremede, bitkinin savunmasinda islevleri olan organik kimyasallardir

(Sendogan ve Colgecen., 2015)
1.3.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkiler tarafindan tiretilen ve antioksidan 6zellik gosteren ¢ok
onemli sekonder metabolitlerdir. Genellikle suda ¢dziinen ve aromatik zincir halkasinda
en az bir veya birden fazla hidroksil grubu (OH") iceren, basit fenolik bilesiklerden,
yiiksek oranda polimerize olmus cok sayida fenolik maddeleri iceren gruptur
(Caniyilmaz, 2015). Gidalarda bulunan fenolik bilesikler karsimiza en ¢ok meyvelerde

¢ikmakla birlikte meyvenin g¢esidine gore farkliliklar s6z konusudur. Bununla birlikte
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ayni meyve tiirii i¢in; yetisme mevsimi, cins, ekolojik ve klimatolojik kosular, bitki
hastaliklari, toprak yapisi ve gesidi gibi etkenler fenolik bilesik igerigini etkilemektedir
(Sellapan ve ark., 2002; Oztan, 2006).

Fenolik bilesikler bitkilerin  tim kisimlarinda bulunabilen sekonder
metabolitlerdir. Bitkiler biiyiime, lignifikasyon, pigmentasyon, tozlasma gibi cesitli
stireclerde ve patojenlere, predatorlere ve ¢evresel strese karsi direng saglamak i¢in ikincil

metabolitler olarak fenolik bilesikleri tiretirler (Taner, 2015).
Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki gruba ayrilirlar.
1.3.3. Fenolik Asitler

Bitkilerin yapisinda bulunan fenolik asitler, sinnamik ve benzoik asitlerin
hidroksillenmesi ile olusan yapilardir. izoflavinler, flavinler, flavaninler, flavanoller,
antosiyaninler ve flavinoller gibi alti gruptan olusan yapilar ise flavonoidler olarak

adlandirilmaktadir (Modanlioglu, 2012).

Flavonoidler ve fenolik asitler bitkilerde bircok fonksiyonu bulunmaktadir. Bu
fonksiyonlar1, bitki hiicre duvarmma destek malzemesi olma, bitkilerde en Onemli
olaylardan olan tohum dagilimi ve tozlasma i¢in kuslar ve bitkinin renkli ve cezbedici
olmalsimi saglayarak bocekleri bitkiye ¢ekmek, bitkinin ¢evresel stres sartlarina karsi
(yaralanma, enfeksiyonlar, asir1 151k veya UV isinlari gibi) bitkinin savunma

mekanizmalarinda rol oynamak seklinde sayilabilir (Karadeniz, 1994).

Yapilan aragtirmalar ile flavonoidlerin antialerjik, anti-inflamatuar, antiviral ve
antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Kiihnau, 1976, Harborne, 1994).
Ayrica flavonoidlerin ve fenolik asitlerin, antioksidan ve antikanserojen etkileri
belirlenmistir (Osawa, 1987; Robards, 1999; Hayatsu, 1988; Stavric, 1994).

Fenolik asitler, kimyasal olarak hidroksisinamik (sinamik) ve hidroksibenzoik
(benzoik) asitler olmak iizere iki grubtur. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 (fenilmetan),
hidroksisinamik asitler ise C6-C3 (fenilpropan) yapisindadir. Benzoik asit tiirevlerine,
protokatekuik asit, p- hidroksibenzoik asit, vanilik asit, salisilik asit ve gensitik asit 6rnek
olarak verilebilir. Sinamik asit tiirevlerine ise, kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve

sinapik asit drnek verilebilir (Yiicel ve Otles, 2001; Nizamlioglu ve Nas, 2010).



12

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve metal selatlama 6zelligi olan, en genis bitki
fenolikleri siifin1 olusturmaktadir. Bitkilerin 6zellikle yaprak, ¢igek ve kokiinde bulunan
8000’den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur (Ren ve ark., 2003; Turan, 2016 ).

1.4. Test Mikrooganizmalarinin Genel Ozellikleri
1.4.1. Bacillus subtilis

Bacillus tiirii, oksijenli ortamda yasayan, sporlu ¢ubuklar ailesinde bulunur ve
gram pozitif boyanan, kenarlar1 paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten, 0.5-1.2 pum eninde
2.5-10 um boyuna sahip basillerdir. Tek tek veya uzun zincirler halinde goriilen
bakterilerdir (Kogak, 2011).

1.4.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus'lar, gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, genellikle
kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, 0.5-1.5 pm ¢apinda
koklardir. Kanli agarda beta-hemoliz yapar ve ayrica mannitol, maltoz, sukroz ve trehaloz
gibi cesitli sekerleri fermente ederek asit olusturur, fakat gaz olusturmazlar (Okalin,
2017). Deri ve mukoza enfeksiyonlari, sepsis ve endokarditler, sistem ve organ
enfeksiyonlari, besin zehirlenmeleri ve enteritler gibi ¢esitli hastaliklara neden olduklari
bilinmektedir (Bilgehan, 2000).

1.4.3. Bacillus megaterium

Bacillus megaterium, gram pozitif, endospoform olusturan, ¢ubuk seklindeki
bakterilerdir. Aerobik olarak kabul edilir. Toprakta bulunur, saprofit olarak kabul edilir.
Patojen olmayan bakterilerdir. B. megaterium son derece biiyiik bir bakteridir, E. coli'nin
yaklagik 100 kati kadar biiyiiktiir. B. megaterium, 1950'lerden beri yapinin, protein
lokalizasyonunun ve bakteri membranlarinin incelenmesi i¢in yaklasik 60 um kiip
boyutuna sahip olan muazzam boyutundan dolayr kullanilmaktadir. B. megaterium
genellikle laboratuvarda kullanilir ve gesitli proteinler ve biyolojik giderme kaynaklari
tiretebilen bir endiistriyel organizma olarak kullanilir. B. megaterium 'un biyoteknolojik
ajan olarak ¢alisilmasi, 6nemli tibbi, bilimsel ve endiistriyel ilerlemelerde kullanabilecek

farkl1 proteinlerin bollugunu saglar (Patrica, 2007).
1.4.4. Enterobacter aerogenes

Enterobacter cinsleri toprakta, suda, bitkilerde ve ayrica insan ve hayvanlarin
kalin bagirsag: ve diskisinda bulunurlar. Enterobacter cinsleri hareketlidir ve bazilarinda
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kapsiil bulunmaktadir. Enterobacter aerogenes alt solunum yolu enfeksiyonlari, cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit, karin igi
enfeksiyonlar, septik artrit, kemik iligi iltihab1 ve g6z enfeksiyonlarini da kapsayan ¢esitli

enfeksiyonlardan sorumlu 6nemli nozokomiyal patojenlerdir (Yazgan, 2010 ).
1.4.5. Escherichia coli

Yaklasik olarak 2-6 pm boyunda ve 1.0 - 1.5 pm eninde, diiz, uglar1 yuvarlak
comakeik seklinde bakterilerdir. Buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde kolayca
ireyebilirler. Fakiiltetif anaerop olup optimum tireme 1s1s1 37 °C’dir. E. coli, memelilerin
ve kuglarin bagirsak florasinda bulunmaktadir. Normal kosullarda bagirsak florasinda
bulunur ve ortamdaki diger flora bakterileri ve organizma ile dengede oldugu siirece
patojen degildir. Normal kosullarda kokusma-mayalasma dengesinin diizenlenmesinde
ve beslenme ile ilgili bazi hususlarda konak organizmaya yardimci olur. Ancak belirli
kosullar altinda E. coli, insanlar ve hayvanlar i¢in patojen olup bazi bagirsak
hastaliklarina neden olur. Herhangi bir nedenle bulunduklari yerin disinda baska dokulara
geeme olanagii bulduklar1 zaman cesitli enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bu
sekilde bagirsak dis1 dokulara ve en ¢ok iiriner sistem, safra yollar1 ve safra kesesi, akciger

ve peritona ulasan koli basilleri bu bolgelerde enfeksiyon olustururlar (Bilgehan, 2000).
1.4.6. Pseudomonas aeroginosa

1.5 — 3.0 um uzunlugunda ve 0.5 um genigliginde, bazen ¢ift ve bazen de kisa
zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz ¢comakgiklardir. Gram negatiflerdir. Genel
kullanim besiyerlerinde kolaylikla 30 — 37 °C’lerde ve hafif bazik ortamda bol miktarda
tirerler (Bilgehan, 2000).

1.4.7. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceaec  familyasina aittir. Mikroorganizma toprakta, suda,
kanalizasyon sularinda, agiz florasinda, insan ve hayvan bagirsaginda yaygin olarak
bulunur. Klebsiella pneumoniae firsat¢1 bir patojendir. Akciger, solunum yolu ve iiriner
sistem enfeksiyonlara neden olur. Klebsiella tiirleri bazi literatiirde et ve et iriinleri ile
insana gegen patojen olarak belirtilmistir (Unliitiirk ve Turantas, 2003). Klebsiella’lar
tarafindan iretilen bakteriosinlere Pneumocin adi verilir. Dogada genis bir yayilim
gosteren bu bakteri; kuruluga karsi direngli, sicakliga ise dayaniksizdir. Buna ragmen oda

sicakliginda haftalarca ve 4°C’de aylarca canli kalabilmektedir (Cift¢i, 2015).
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1.4.8. Yarrowia lipolytica

Dipodascaceae familyasina ait askomisetik bir mayadir. Multilateral
tomurcuklanma ile ¢ogalan hiicreler globoz, elipsoid veya silindirik sekillidir.
Askosporlar oval, sapka veya satiirn seklindedir. Her askusta 1-4 askospor olusmaktadir.
Genellikle pseudomisel ve septat hif olusumu goézlenmektedir. Sekerleri fermente
edemezler. Nitrat ve Diazonyum blue B (DBB) reaksiyonu negatiftir. Ureaz reaksiyonu
pozitiftir (Oztiirk, 2007; Akpinar, 2008).

Hidrofobik substratlarin  parcalanmasi, dimorfizm, protein sekresyonu
calismalarinda model organizma olarak kullanilmaktadir. Bu maya sosis, peynir, siit ve
stit tirlinleri gibi lipid ve proteince zengin gidalarda bulunmaktadir. Camambert ve mavi
peynirde predominant olarak bulunan mayalardan biridir ve bu peynirlerde 106-107cfu/g
konsantrasyonda bulunmaktadirlar. Bu kadar yiiksek konsantrasyonda bulunmasi 5-
10°C’de biiyliyebilmesi ve ekstraselliiler lipaz ve proteaz aktivitesine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Cogu suslari 32°C’nin {izerinde biiyliyebilmekte ve zorunlu
aerobiktir (Tempel and Jakobsen, 2000; Oztiirk, 2007).

1.4.9. Candida albicans

Klinik olarak 6nemli bir mayadir ve gerek insan viicudunda gerekse kiiltiir
ortaminda degisik formlarda goriilebilir. Maya, tomurcuklanmis blastokonidya, kisa veya
uzun psddohif, gercek hif seklinde olabilir. Bu degisim yaygin olarak dimorfizm olarak
isimlendirilir ancak dogru yaklasim pleomorfizm seklinde isimlendirmek olacaktir. Bu
formlarin olusumunda ortamin pH’s1, kimyasal bilesimi gibi birtakim ortam sartlari
etkilidir (Tan, 2014). C. albicans diger Candida’larin yaptig1 gibi konaga girmeden once
Y fazindadir. Konak dokuya temas ettikten bir siire sonra pseudomiselyumlar olusturarak
hastalik yapma yeteneginde olan M fazina (mycelial faz) gegerler. Y fazinda Candida
sitoplazmalarint bir hiicre membrani ve kalin bir hiicre duvari sarar. Bu fazdaki C.
albicans hiicresinin limona benzer bir goriintiisii olugsmaktadir. Candida’larin hiicre
duvar1 birgok tabakali olup ve hiicre duvarinda 7-50 nm ¢apinda mikrofibriler yapilar
bulunmaktadir. Bu mikrofibriler sayesinde yapisinda beta glukan bulundugu diisiiniilen
fibriler ag olusmaktadir (Aydin, 2004). Direk inceleme Candida tiirlerinin tespitinde en
basit ve ekonomik yaklasimdir. Dokuda 2-4 um capinda tomurcuklu maya hiicreleri,
yalanci hif ve hiflerin taze hazirlanan prepatlarda gosterilmesi miimkiindiir. Ozellikle

steril viicut bolgelerinde direkt bakida goriilmesi tan1 agisindan 6nemlidir (Tan, 2014).
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1.4.10. Saccharomyces cerevisiae

Fungus alemine ait tomurcuklanan bir maya tiiriidir. Ekmek veya bira mayasi
olarak da isimlendirilmektedir. Boyutlar1 bakterilerden daha biiyiik, tek hiicreli, genellikle
elips seklinde, 10-30 um uzunlugunda ve 2-6 pum genisliginde olan canlilardir (Cabaroglu
ve Yilmaztekin, 2010). S. cerevisiae molekiiler biyoloji, genetik, biyokimya ve metabolik
calismalarda en fazla kullanilan eukaryotik hiicre modellerinden biridir. S. cerevisiae;
mantarlar, bitkiler ve hayvansal organizmalar tizerinde yapilan birgok muhtemel biyolojik
mekanizmaini ortaya ¢ikarilmasinda en iyi karakterize edilen organizma olarak kabul

edilmektedir (Bozhan, 2017).
1.5. Serbest Radikaller

Kimyasal bilesikler iki veya daha fazla elementin aralarinda kimyasal bag
olusturmas: sonucunda olusmaktadirlar. Bu baglar negatif yiike sahip elektronlarca
sarilmigtir ve bu elektronlar tarafindan olusturmus oldugu diizen bilesige kararlilik
saglamaktadir. Kararli bilesiklerde elektronlar ciftlenmis halde bulunurlar. Dis
orbitalinde eslesmemis tek elektron bulunduran ve kimyasal olarak ¢ok aktif olan atom

veya molekiillere serbest radikaller denir (Bursal, 2009; Aras, 2016) (Sekil 1.3).

Serbest radikaller elektron alig-veris reaktivitesi yiiksek olan, atomik veya
molekiiler yap1 halinde bulunan maddelerdir (Mercan, 2004). Serbest radikaller bu
ozelliklerinden dolay1 biyolojik sistemlerde bulunan proteinler, lipidler ve niikleik asitler
gibi hayati yonden O©nemli molekiillerle reaksiyona girerek bu molekiillerin

fonksiyonlariin bozulmasina ya da yok olmasina neden olmaktadirlar (Velioglu, 2000).

Serbest radikaller, oksijenli solunum yapan organizmalarda normal hiicre i¢i
metabolizmanin dogal bir sonucu olarak veya iyonize radyasyon, UV isinlari,
karsinojenik bilesikler, cevresel kirleticiler gibi eksojen kaynakli olarak karsimiza
cikmaktadir. Oksijen veya molekiiler oksijen, oksijenli solunuma sahip organizmalarin
hayatta kalabilmeleri i¢in gereklidir. Normal hiicrelerdeki oksijenli solunum metabolizma
stiresince, oksijen araciligl ile besinlerden biyokimyasal yollarla ve canlinin biitiin
yasamsal olaylarinda kullanilmak {izere canlilarda kullanilabilir enerji formu olan
Adenozin Tri Fosfat (ATP) enerjisi liretilmektedir. Oksijenli solunum iglemi sirasinda
oksijen bir¢ok reaksiyon zinciri ile H20’ya indirgenmektedir. Oksijen metabolizmasi

sonucunda canlilarda, yiiksek diizeyde reaktiviteye sahip reaktif oksijen tiirlerinden
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(ROT); siiper oksit radikali (O2" "), hidroksil radikali ("OH) ile radikal olmayan hidrojen
peroksit (H202)’1 tiretilir (Dizdaroglu, 2012; Aras, 2017).

Eksik Elektron
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. ) OQ._

o O Eksik elektronun o
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@ ® o @
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Antioksidan Serbe“stﬂ radikal

Sekil 1.3. Antioksidan Sistemler (Anonymous, 2017c)
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Serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri (Cizelge 1.1) insan viicudunda
meydana gelen farkli katabolik tepkimeler sonucunda siklikla olusabilmektedir (Sekil
1.4). Yapilan g¢alismalar serbest radikal mekanizmalarinin birgok hastalik ile iligkili
oldugu goriilmiistiir. Bu hastaliklar; kanser, kalp ve damar hastaliklar1 (ateroskleroz ve
yiiksek tansiyon), yaslanma, romatizmal artrit, seker hastaligi (diyabet), sinir sistemi
hastaliklar1 (Alzheimer ve Parkinson hastaliklari), kikirdak doku iltihab: olarak
siralanabilir (Gardes-Albert ark., 2002). Giiglii reaktif 6zellik gosteren serbest radikaller
hiicrede farkli kisimlarda yer alan protein, karbonhidrat, lipid ve DNA gibi molekaiilleri

etkileyerek 6nemli degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Keser, 2012).

Dz
ETS =zinciri, radyasyon, ilaglar,
zehirler vh. etkiler

y

Stiperoksit radikalleri “C2

IH" e~
y Glutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit HiO; = — 2H,0
e Ve \*
2H,0 < 2GS8H GSI.SG

*' /
v !
Hidroksil radikalleri = ©H \h_/

¥
lipid, protein ve DIVA
yapilarina zarar verir

Sekil 1.4. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu (Nelson ve Cox, 2004)
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Cizelge 1.1. Radikaller, simgeleri ve 6zellikleri (Colli, 2007, Kiral, 2012.)

Radikal Ad Simge Ozellikler

Hidrojen He Bilinen en basit radikaldir

Hidrojen Peroksit H202 Molekiiler hasar yetenegi zayif, reaktivitesi ¢ok diigiiktiir
Tekli oksijen 02* Giiclii oksidatif oksijen formu, yarilanma émrii hizlidir
Stiperoksit O2* Oksijen metabolizmasinin ilk ara triintidiir

Hidroksil OH* Oksijen metabolitlerinden en toksik olanidir

Perhidroksi radikal HO2* Lipidlerde hizl ¢oziilerek lipid peroksidasyonu artirir
Peroksil radikal ROO* Peroksil daha zayif etkili, lipidlere lokalize olur

Tiol radikali RS* Eslesmemis elektron ve siilfiir igeren tiirlerin genel adi
Alkoksil RO*® Organik peroksitlerin parcalanmasiyla olusan oksijen metabolitleri
Triklorometil CCls CCla metabolizma tirlinii bir radikal, karacigerde tiretilir
Azot monoksit NO L-arjinin amino asitinden iretilir

Azot dioksit NO2 Oksijenin NO ile reaksiyonundan tiretilir

1.5.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri:

Serbest radikaller biyokimyasal reaktifliklikleri nedeniyle biyolojik sistemlerde
noétralize edilmis halde bulunmalar1 6nemlidir. Serbest radikaller viicutta bulunan
antioksidan sistemler tarafindan noétralize edilirler. Serbest radikaller nétralize
edilmediklerinde canli sistemlerde, hiicre membraninda bulunan proteinlerini yikarak
hiicrelerin 6lmesine, membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membraninin
seklinin bozulmasina, hiicre membranini sertlestirip hiicresel isleyisin engellemesine,
¢ekirdek membranimin deformasyonuna neden olarak c¢ekirdekte bulunan kalitim
materyaline etki edip, DNA’y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirmek ve ayrica
immiin sistem hiicrelerini yok ederek immiin sistemin etkisini azaltarak gesitli hasarlara

neden olabilmektedir (Sertsever ve Gok, 2003).
1.5.1.1. Serbest radikallerin proteinlere etkisi:

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkiler. Bu etkilenme derecesi proteinlerin
yapitast kabul edilen ve proteinlerin karaktestik 6zelliklerini ortaya ¢ikaran amino asit
igerikleri belirler. Triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino
asitleri yapilarinda doymamis bag ve siilfiir iceren proteinler serbest radikallerle daha
kolay reaksiyona girebilmektedir (Devasagayam ve ark., 2003; Karabulut ve Giilay,
2016).
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1.5.1.2. Serbest radikallerin DNA’ya etkisi:

Radyasyona maruz kalinmasi sonucunda canli organizmada bulunan serbest
radikal tiirleri DNA'ya etki ederek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agabilirler. Hidroksil
radikali (OH") piirin ve pirimidin bazlarina etki ederek modifikasyonlara neden olmakta
ve boylece protein sentezinde inhibisyona yol agmaktadir (Dizdaroglu, 1991). Reaktif
oksijen tiirleri proteinler {izerine etkisi mutajeniktir. Bu etkiler DNA’nin yarilmasi, DNA-
protein ¢apraz baglari, piirinlerin oksidasyonu ile olusan degisiklikler reaktif oksijen
tiirlerinin ve 6zellikle de OH”in reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Hidroksil radikali
(OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girebilir ve degisikliklere yol agabilir
(Akkus, 1995).

1.5.1.3. Serbest radikallerin lipidlere etkisi:

Lipidler serbest radikallerin en fazla saldirdiklar1 biyomolekiiller olup, bunlarin
etkilerine karsi en hassas olan molekiillerdir. Hiicre membranlarinda ve gidalarda bulunan
kolesterol ve yag asitleri gibi lipidler serbest radikallerle kolayca reaksiyona girme ve
peroksidasyon {iriinleri olusturma egilimindedirler. Coklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikaller etkisi ile oksidatif yikimi olarak bilinen nonenzimatik lipid

peroksidasyonu zincir reaksiyon seklinde ilerler (Halliwell ve Gutteridge, 1990)..

Lipidlerin yikim1 sonucunda biyolojik yonden aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya da ilk olusum bdlgesinden hiicreye
diftize olup hiicrenin diger boliimlerine olusan hasari yayilmasina neden olurlar. Lipid
peroksidasyonu, membran yapisina direkt etki eden ve olusturdugu reaktif aldehitlerle
diger hiicre bilesenlerine indirekt zarar veren geri doniisiimsiiz bir olaydir (Onat ve ark.,

2002).
1.5.1.4. Serbest oksijen radikallerin hiicre zarina etkileri:

Hiicre zar1 hiicrelere karakteristik kimligini kazandiran lipid, protein ve
karbonhidrat gibi primer metabolitlerden olusan secici gecirgen 6zelligi ile hiicrenin i¢ —
dis haberlesme sistemini olusturan muazzam bir yapidir. Serbest radikaller hiicrede
bukunan lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim 6nemli bilesiklerine etki
ederek onlarin yapisint bozma egilimindedirler. En fazla bilinen serbest radikallerden
olan siiperoksit radikali (O2*) ve hidroksil radikali (OH") hiicrede membrana sahip
yapilara saldirir. Bu yapilar; sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik

retikulumdur. Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu sonucunda membran
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esnekligi azalir, hiicre membrani sertlesir, segici gegirgen 6zellik bozulur ve hiicrenin
sekil ve fonksiyon olarak deformasyona ugrar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerin
yapisinda bulunan sistein siilthidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak

yikilir, niikkleer ve mitokondriyal DNA okside olur (Akkus ve Tietz, 1995).
1.6. Antioksidanlar

Oksidasyon; canlilarin hiicrelerinde veya lipid icerikli gidalarin oksijen etkisi
sonucunda renk, tat ve kokularinda ortaya ¢ikan, genellikle istenmeyen degisimlerdir.
Oksidan ise; bulundugu ortamdaki diger biyokimyasal bilesenleri oksitleme 6zelligine
sahip olan maddelere verilen genel addir. Canli hiicrelerinde ve gidalarda olusan
oksidasyon reaksiyonlarin1 engelleme veya yavaslatma yetenegine sahip bilesenler ise

genel olarak antioksidan olarak adlandirilmaktadir (Oguz, 2008).

Antioksidan maddeler ise serbest radikaller ve oksijen metabolizmasi sonucunda
olusan toksisiteye karsi canli organizmanin kendini korumasii saglayan maddelerdir
(Fantel, 1996; Tempel, 2000; Silinsin, 2016). Reaktif oksijen ve azot tiirlerine karsi
ozellikle oksijenli solunum yapan canli organizmalarda c¢esitli savunma sistemleri
mevcuttur. Canli organizmalarda bu sistemler ‘Antioksidan Sistem’ olarak adlandirilir

(Bursal, 2009).

Antioksidan maddeler biyolojik sistemlerde olusan serbest radikalleri
biyokimyasal reaksiyonlar ile notr hale getirerek hiicrelerin serbest radikallerden
etkilenmesini 6nleyen ya da hiicrelerin rejenerasyonunu saglayan maddelerdir (Gok ve
Sertsever, 2003). Canlilar reaktif oksijen tiirlerine kars1 kendilerini savunmak amaciyla
karmasik antioksidan sistemleri gelistirmistir. Bu antioksidan sistemler vasitasiyla
canlilar viicutlarindaki organ ve hiicre sistemlerini koruma altina almiglardir. (Sernikli,
2015). Canlilar yasamlarini devam ettirmek i¢in oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir
dengeye ihtiya¢ duyarlar (Cornelli, 2009). Radyasyon, c¢esitli gazlar, agir metaller,
tarimda Uriin verimini korumak ve arttirmak amaciyla kullanilan herbisitler, pestisitler
gibi ¢evre kirleticiler ile tedavi amaciyla kullanilan bircok ilag, viicutla etkilesime girerek
bu dengenin bozulmasina neden olurlar. Bozulan denge sonucunda serbest radikaller
ortaya ¢ikmaktadir. Organizmada bulunan oksidan maddeler belirli bir diizeyin iizerinde
olursa veya antioksidanlar istenen miktarda degilse oksidan-antioksidan dengesi

bozulursa bu durumda oksidan molekiiller organizmada bulunan protein, lipid,
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karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerin yapisini bozarak zararl etkilerin ortaya

¢ikmasina neden olurlar (Halliwell, 1991).

Organizma normal metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek i¢in dengede giden
bir aktif oksijen-antioksidan dengesine ihtiya¢ duymaktadir. Oksidatif stres ise normal
metabolik olaylarin siirdiiriilesi i¢in gerekli olan aktif oksijen-antioksidan dengesinin
bozulmasimi ifade edilir. Bu dengenin aktif oksijen lehine bozulmasi viicutta bir¢cok

hastaligin olusumuna neden olmaktadir (Cornelli, 2009; Davidson, 2009).

Diisiik konsantrasyonlarda bile antioksidanlar bulunduklar1 ortamdaki oksidasyon
sonucunda bozunmaya ugrayabilecek biyomolekiilleri oksidasyona karsi koruyan veya
oksidasyonu tam olarak bertaraf eden bilesiklerdir (Atoui ve ark., 2005; Becker ve ark.,

2004).

Dogal antioksidanlar, endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ya da ekzojen
(disaridan besinlerle alinan) yapilardir. Arastirmacilar olusan antioksidan liretim agiginin
kapatilabilmesi ic¢in bitki kokenli antioksidanlarin iyi bir alternatif oldugunu
diistinmektedir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Bitkisel {irlinler, hayvansal {riinler,
enzimler ve bazi mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir. (Hall, 2001; Turhan ve Ustiin, 2006 ). Bitkisel kokenli antioksidanlarin
viicutta daha ziyade serbest radikalleri giderici, peroksit parcalayici, singlet ve triplet
oksijen kuengeri, enzim inhibitdrii ve sinerjist fonksiyonlari bulunmaktadir (Larson,

1998).

Sentetik antioksidanlar ise gida endiistrisinde siklikla kullanilan maddelerdir. Bu
maddeler gida endiistrisinde daha ziyade gida muhataza, katki, koku giderici, verim artisi
gibi farkli amaclart yapmak {izere fretilen ve kullanilan kimyasal maddelerdir.
Butillenmis hidroksi anisol (BHA), butillenmis hidroksi toluen (BHT), propil Gallat
(PG), Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) en fazla bilinen sentetik antioksidanlardir.
(Isbilir, 2008). Yapilan arastirmalar ile sentetik antioksidanlarm zararlar1 ortaya
cikarilmis ve sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilecek dogal ve bitkisel
kaynaklardan yeni antioksidan arayis1 giinden giine artmaktadir. Alternatif antioksidan
kaynaklarmin da belli 6zellikleri bulundurmalar1 gerekmektedir. Dogal ve bitkisel
kaynaklarinda ucuz, yenilebilir 6zellikte ve bol miktarda olmas1 gerekmektedir (Maure

ve ark., 2001; Jayaprakasha ve ark., 2003; Nandita ve Rajini, 2004; Isbilir, 2008).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan bitki materyali

Calismamizda kullandigimiz bitki materyali olan V. insulare bitkisi 12.06.2017
tarihinde Mus Karakoprii mevkii Karasu nehri kenarinda ve 1. helenium subsp.
pseudohelenium bitkisi 21.07.2017 tarihinde Mus Cogiirlii kdylinde tarafimdan
toplanmistir. Bitkilerin teshisi Bitlis Eren Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Dr.
Ogretim Uyesi Murat KURSAT tarafindan yapilmistir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Antioksidan aktivite kapasitesi belirleme i¢in yapilan c¢alismalarda kullanilan
kimyasal maddelerden 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil radikali (DPPH), 2,2-Azino-bis-3-
etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit radikali (ABTS), Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA)
ve Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT), neokuprin. FeCl,, NHsSCN, NaHPO;,
KsFe(CN)s, Trikloro asetik asit (TCA), FeCls, etil alkol, fenolik icerik analizinde
kullanilan standart fenolik bilesikler ve antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanilan

besiyerleri Sigma-Aldrich ve Merck’ten satin alindu.

2.1.3. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calkalayici : Niive SL 350

Derin dondurucu : Argelik, Tirkiye

Evaporator : Heidolph 94200, Bioblock Scientific
Hassas terazi : Scaltec SBA 41

HPLC : Agilent Technologies 1260 Infinity II
Inkiibator : Elektro-Mag (0-300°C)

Magnetik karistirict : Stuart Scientific

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
pH-metre : Hanna Instrument

Saf su cihazi . Liston A 1210, Rusya

UV-Spektrofotometre kiiveti : 3 cm®’liik quartz kiivet
UV-VIS Spektrofotometre  : Shimadzu, UV-1208
Vorteks : Four E’S Scientific Led Digital Vortex Mixer
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2.2. Yontem
2.2.1. Soxhlet ile bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Antioksidan, antimikrobiyal aktivite ve fenolik igeriklerin arastirilmas: ile ilgili
caligmalarda kullanilacak bitki numuneleri toplandiktan sonra (yaprak ve kok) golgede
kurutuldu. Bitkilerden 50°ser gram alinarak temizlendi ve ogiitillerek toz haline
getirildikten sonra soxhlette, 300 ml saf ¢6ziiciilerde (etanol ve saf su) 70 °C’de 6 saat
siire ile ekstrakte edildi. Ekstraktsiyon isleminden sonra, solvent-ekstrat karisimi bulunan
balon, soxhlet diizeneginden cikarilarak rotary evaporatore yerlestirildi. 70 °C’de 20
dakika siireyle tutularak solvent-ekstrat karisimindan solvent tamamen uzaklastirildi.
Elde edilen ekstraktlar, sonraki calismalarda kullanilmak tizere koyu renkli cam siseler
icerisinde Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlart Uygulama ve

Arastirma Merkezi -18 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Antioksidan ozelligin belirlenmesinde kullanilan yontemler:

2.2.2.1. FRAP yontemine gore indirgeme kapasite tayini

Total indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yontemine gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Calismada onceden hazirlanmis olan stok ¢ozeltiler kullanildi. Stok ¢ozeltiden 25, 50 ve
100 pg/ml olacak sekilde alind1 ve deney tiiplerine aktarildi, saf su ilave edilerek son
hacim 1 ml’ye tamamlandi. Her bir tiipe 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu pH: 6.6 ve 2.5 ml
% 1’lik [K3Fe(CN)s] ilavesinden sonra karisim 50 °C’de 20 dk. inkiibasyona birakildi.
Daha sonra ¢ozeltiye 2.5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edildi. Cozeltinin iist
fazindan 2.5 ml alinarak, Uizerine 2.5 ml destile su ve % 0.1°1lik 0.5 ml FeCls ilave edildi.

Absorbans 700 nm’de kore karsi okundu. Koér ve kontrol olarak saf su kullanildi.

Bu yontemin ilkesi; antioksidan igeren bir ekstraktin eklenmesi sonucu, oksidan olarak
kullanilan ferrik-tripiridiltriazin (Fe**— TPTZ) kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fe?*)
formuna indirgenmesine dayanmaktadir (Apaydin, 2008). Antioksidan kapasite tayini
i¢cin kullandigimiz bu yontemde, test ¢ozeltisinin renginin ortamda bulunan antioksidan
maddelerin indirgeme 6zellikleri sebebiyle kompleks olusturmasi sonucunda yesil rengin
degisik tonlarinda renk agilmasinin ortaya ¢ikmasi ile ve spektrofotometrede absorbans

Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Bursal, 2009).
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2.2.2.2. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH-) serbest radikalleri giderme aktivitesi
tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois yontemine (Blois, 1958) gore yapildi. Serbest
radikal olarak DPPH"1n 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 25, 50 ve
100 pg/ul konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve son
hacim 3 ml olacak sekilde destile etanol ile eklendi. Numune tiiplerine DPPH’
cozeltisinden 1 ml ilave edilerek, 30 dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibasyona
birakildi. Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH" ¢6zeltisinden olusan ¢6zelti
kullanilda.

DPPH radikali uzun 6miirlii bir azot radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal
giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir
(Ozgelik ve ark., 2003). DPPH" radikali mor renge sahiptir. Mor renk eslesmemis nitrojen
elektronlarinin varhigindan kaynaklanmaktadir. DPPH® radikali giderme kapasitesi
yonteminde antioksidan aktivitenin tespiti icin radikalin antioksidan 6zelligi oldugu
diisiiniilen bitki ekstrakti veya saf maddeler ile reaksiyona girmesi saglanir. Reaksiyon
sonucunda karigimin renginde agilmalar olur ve sar1 renk olusur. Sar1 renk olusumu
antioksidan maddelerin DPPH" radikallerini sar1 renkli difenilpikrilhidrazine
indirgemelerinden kaynaklanmaktadir. DPPH" radikali giderme kapasitesiyle ilgili
yapilmis c¢aligmalarda 517 nm’de azalan absorbans geriye kalan DPPH" c¢ozeltisi

miktarin1 vermekte bu da serbest radikal giderme aktivitesi olarak bilinmektedir.

2.2.2.3. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS™ giderme aktivitesi radikal giderme tayin yontemi olarak siklikla
kullanilan yontemlerden biridir. DPPH" serbest radikal giderme aktivitesinde oldugu gibi
ABTS"" giderme aktivitesi de bitki ekstraktlarinin veya saf maddelerin radikal giderme
aktivitelerinde ¢ok sik kullanilan bir tayin yontemidir (Bursal, 2009). Bunun igin
oncellikle ABTS maddesinden radikal formu olan ABTS"’nin olusturulmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in 2.45 mM K2S;0g ve 7 mM ABTS ¢ozeltileri 1:1 oraninda
karistirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 16 saat inkiibasyona birakildi. Onceden
hazirlanmis olan ABTS"" radikal ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi alinarak 1.660+0.02
absorbansina ulagilana kadar etil alkolle seyreltildi. Elde edilen deger kontrol absorbansi
olarak kullanildi. ABTS™" Radikal ¢ozeltisinden tiiplere 4 mL birakildi. Tiiplerin {izerine
100 pl bitki ekstraktindan eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibe edildi.
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Bu siirenin sonunda Orneklerin absorbanst 734 nm’de PBS (Fosfat Tamponu,
pH=7.4)’den olusan kore karsi1 kaydedildi. Azalan absorbans ortamdan yok edilen
ABTS"" radikallerinin miktarini vermektedir (Wu ve ark., 2009).

2.2.2.4. Cuprac yontemine gore indirgeme kuvveti tayini

Numunelerimizin kuprik iyonu (Cu?*) indirgeme kapasitesi Cuprac ydnteminin
farkli bir versiyonuna gore yapildi (Giilgin, 2006). Bunun i¢in deney tiiplerine 0.01 M’lik
0.25 ml CuCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Bunun iizerine 0.25 ml 7.5x10~° M’lik etanolik
neokuprin ¢ozeltisi ve 1 M’lik amonyum asetat tamponu aktarildi. Cozelti karistirildiktan
sonra farkli konsantrasyonlarda (25-100 pg/ml) V. insulare ve I. helenium bitkilerinin
ekstraktlar1 ve standartlar ilave edildi. Yarim saatlik bir inkiibasyondan sonra 450 nm’de
absorbanslar1 kaydedildi. Reaksiyon karisiminin artan absorbansi artan kuprik iyon

(Cu?") indirgeme kapasitesini gostermektedir.
2.2.2.5. Ferrik tiyosiyanat yontemine gore total antioksidan aktivite tayini

Total antioksidan aktivite tayini tiyosiyanat yontemine gore belirlendi (Mitsuda
ve ark., 1966). Calismada daha 6nceden hazirlanan olan stok ¢ozeltiler kullanildi. Deney
tiiplerine pipetlerle pipetlendi ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2.5 ml’ye tamamlandi. Deney
tiiplerine kaplarina linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. 37 °C’de inkubasyona birakildi.
Her on saatte bir vezin kaplarindan 100’er pl alinarak, 4.7 ml etanol bulunan deney
tiiplerine konuldu, 100 pul Fe?* ¢ozeltisi daha sonra da 100 pl SCN- ¢ozeltisi ilave edildi.
Kontrol i¢in 2.5 ml tampon ¢ozelti ve 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu kullanildi. Kor

olarak 4.8 ml etanol ,100 pl Fe?* ve 100 pl SCN-ilavesiyle hazirlanan ¢ozelti kullanild.

Toplam antioksidan indirgeme tayini; linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponu
ile olusturulan emiilsiyon ¢ozeltisinde bulunan doymamais bir yag asidi olan linolenik
asidin oda sicakliginda 100 saat oksijen ile inkiibasyonu sonucunda olusan peroksidin
spektrofotometrik olarak 500 nm’de Olgiilmesi esasina dayanir. Yiiksek absorbans,
peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligini gosterir. Olusan peroksit
Fe**’yi Fe*"e yiikseltger ve olusan Fe3* ortama ilave edilen amonyum tiyosiyanat ile
kompleks olusturarak 500 nm’de maksimum absorbans verir. Yiiksek absorbans diisiik
antioksidan aktiviteyi, diisiikk absorbans ise yliksek antioksidan aktiviteyi gosterir.
Ortamda bulunan herhangi bir antioksidan maddenin varliginda lipid peroksit tiriini

olusamaz ve konsantrasyonu, dolayisiyla absorbansi diisiik ¢ikar.
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2.2.3. Agar kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal aktiviteyi belirleme

Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk yontemi ile
tespit edilmistir. Bu yonteme gore, standart bakteriler Mueller Hinton Agar bulunan besi
ortaminda bir gece 37°C’de ve mayalar ise Sabouraud Dekstroz Agar bulunan besi
ortaminda bir gece 27 °C’de kiiltiire alinmis ve daha sonra Mc Farland 0.5 bulanikligina
gore hazirlanmigtir. Bakteri ki siispansiyonundan ekiivyon cubuk ile yayma ekim
gergeklestirilmis ve daha sonra steril cam bir boru ile 6.0 mm ¢apinda kuyucuklar agildi.
Bitki ekstraktlarinin 10 mg/ml ¢6zeltilerinden kuyucuklara sirasiyla 5 pl, 10 pl, 20 pl, 40
ul ve 80 pl aktarilmistir.

Bakteriler 37 °C’de ve mayalar ise 27 °C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
petri plaklarinda gdzlenen inhibisyon zon ¢aplart mm olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon
sonunda ekstrakt yiiklenen kuyucuklar gevresinde olusan inhibisyon zonlarinin gaplari
petri plaklarinin alt ylizeyinden cetvel yardimiyla Sl¢iilmiistiir. Yapilan islemler {i¢ seri
olarak calistlmistir. Olgiim sonuglarindan elde edilen zon 6lgiilerinden tablolar

olusturularak, standart sapmalar1 hesaplandi.
2.2.4. HPLC ile fenolik icerik analizi

HPLC ile fenolik madde miktari tayini i¢in 14 farkli standartin (Askorbik asit,
Gallic asit, Miricetin, Absisik asit, Quercetin, Apigenin, Kaempferol, Curcumin,
Catechol, Vanilin, Cafeic asit, Cinnamic asit, Rosmarinic asit ve Salisilic asit) son
konsantrasyonlar1 10 mg/ml olacak sekilde tartilip 50 ml’lik balon jojeler i¢ine konuldu.
Standartlar hazirlanan % 1’lik asetik asit ile 1/9 oraninda asetonitril ilave edilerek ¢ozelti
hazirlandi. Cozeltiye 1/1 oraninda metanol ilave edilerek standartlari ¢6zmek i¢in gerekli
olan stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢6zeltilerden 5 farkli oranda (100 mM, 75 mM, 50 mM,
25 mM ve 10 mM) olacak sekilde numuneler hazirlandi (Tapan, 2016).

V. insulare ve I. helenium’un yaprak ve koklerinden elde edilen su ve etanol
ekstraktlart HPLC’ye yiiklemek i¢in 20 mg/ml olacak sekilde seyreltilerek, 0.45 pm’lik
membran filtreden gegirilerek filtre edildi. Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde
bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan elde edilmis entegre alanlar ve standart

maddelerin ara stok ¢ozeltileri ile elde edilmis kalibrasyon egrilerinden yararlanilmistir.

Calismamizda kullandigimiz HPLC cihazinin ¢alisma kosullar1 ve gradient

eliisyon programina ait bilgiler asagidaki gibidir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. HPLC calisma kosullar1 ve gradient eliisyon programi
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HPLC calisma kosullar1 program

Gradient eliisyon

Model Agilent Technologies 1260 Infinity Il Siire A B
(dak) (%) (%)

Kolon ACE 5 C18 (250x4.6 mm id) 0 90 10

Kolon Firin G7130A 25 60 40

Dedektor 1260 DAD WR 39 40 60

Pompa 1260 Quat Pump VL 50 10 90

Mobil Faz A: %1 Asetik Asit 55 90 10

B: Asetonitril

Dedeksiyon 272,280 ve 310 nm

Otosampler 1260 Vialsampler

Akis Hizi 1 ml/dk

Kolon Sicakligi 28 °C

Enjeksiyon 20 pl
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Antioksidan Aktivite

Antioksidan kapasitesi Ol¢iim yontemleri; gida, beslenme, farmakolojide
kullanilan bitki ¢esitlerinin ve bu bitkilerden elde edilen biyolojik igeriklerin, biyolojik
etki kabiliyetlerinin aydinlatilmasi acisindan siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla serbest
radikal giderme aktivitesi, metal selat olusumu ve indirgeme kapasitelerinin arastirilmasi
gibi antioksidan 6l¢iim yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Bursal, 2009). Mevcut
arastirmamizda bu yontemlerden FRAP (demir indirgeme kapasitesi), DPPH (1,1-Difenil
2-Pikril Hidrazil) serbest radikali giderme aktivitesi, ABTS (2,2-Azino-bis-3-etilbenzo-
tiyazolin-6-siilfonik Asit) radikali giderme aktivitesi, CUPRAC yontemine gore
indirgeme kuvveti tayini ve Ferrik tiyosiyanat yontemine gore toplam antioksidan aktivite
tayini yontemleri kullanildi. I. helenium ve V. insulare bitkilerinin kok ile yapraklarindan
elde edilen etanol ve su ekstraktlarina ait bulgular, antioksidan 6zellikleri bilinen standart
antioksidanlardan BHA ve BHT’nin sonuglari ile karsilastirilarak elde edilen sonuglar

asagida grafikleri cizilerek gosterildi.

3.1.1. FRAP yontemi ile indirgeme kapasite tayini

Indirgeme kapasite tayini icin siklikla kullanilan bu ydntem, test ¢dzeltisinin
ortama eklenen antioksidan maddeler ile kompleks olusturmasi, ¢ozeltide renk agilmasi
ile orta ¢ikan ve 700 nm’de spektrofotometre ile absorbans 6lgiilmesine dayanmaktadir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. V.insulare ve I. helenium subsp. helenium bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin FRAP
yontemine spektrometre ile 6lglim degerleri.

Absorbans Degerleri (700 nm)

Konsantrasyon .
(ug/ml) Verbascum insulare

Yaprak Etanol ~ Yaprak Su Kok Etanol Kok Su BHA BHT

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

25 0.614 0.457 0.458 0.258 0.900 0.840
50 1.074 0.551 0.716 0.357 1.039 1.105
100 1.630 0.854 1.060 0.650 1.893 1.550

Inula helenium subsp. pseudohelenium

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

25 0.356 0.361 0.587 0.442 0.900 0.840
50 0.469 0.561 0.609 0.541 1.039 1.105

100 0.725 0.911 1.202 0.778 1.893 1.550
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Calismamizda V. insulare bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol
ekstraktlarmin indirgeme kapasitesi standart birer antioksidan olan BHA ve BHT gibi
artan ekstrakt konsantrasyonu ile paralel olarak artis gostermekle birlikte 50 ug/ml’deki
konsantrasyonun BHT den ve 100 pg/ml’deki konsantrasyonun ise BHA’dan az miktar

olsa bile daha fazla indirgeme kapasitesinin oldugu anlasilmaktadir.

V. insulare bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin standart
antioksidanlar gibi antioksidan 6zellik sergiledigi bulgulardan agik bir sekilde
goriilmektedir. Diger taraftan ¢alismada analiz edilen V. insulare bitkisi yapraklarindan
elde edilen su ekstraktlarmin indirgeme kapasitesi standart birer antioksidan olan BHA
ve BHT gibi artan ekstrakt konsantrasyonu ile paralel olarak artmakta fakat artis
miktarlarinin nisbeten az oldugu grafikten anlasilmaktadir. Bulgular incelendignde V.
insulare etanol ekstraktinin BHA ve BHT’ye benzer indirgeme 6zelligi gostermistir
(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. V. insulare bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
FRAP yontemi indirgeme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilastirmasi

V. insulare bitkisinin koklerinden elde edilen etanol ve su ekstraktlarinin
indirgeme kapasitesi standart birer antioksidan olan BHA ve BHT gibi artan ekstrakt
konsantrasyonu ile paralel olarak artmakta fakat artis miktarlarinin nisbeten az oldugu

anlasilmaktadir.

V. insulare bitkisi bir biitin olarak degerlendirildiginde; 100 pg/mL
konsantrasyonda indirgeme kapasitelerinin siralamasi; BHA > V. insulare yaprak etanol
ekstrakt1 > BHT > V. insulare kok etanol ekstrakti > V. insulare yaprak su ekstrakt1 > V.

insulare kok su ekstrakti seklindedir.
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Verbascum bitkisinin farkl: tiirlerinin metanol ekstraktinin saf su ekstraktina gore

Fe*® iyonlarmi Fe*?’

ye daha iyi indirgedigini ve askorbik asit ve BHT nin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir (Mihailovic ve ark., 2016). Bizim
calismamizda bitkinin farkli bir tiiri ve etanol ekstrakti kullanildigindan bu ¢alismayla

birebir kiyaslamak miimkiin gériinmemektedir.

Calismada analiz edilen I. helenium bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol
ve su ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi standart birer antioksidan olan BHA ve BHT
gibi artan ekstrakt konsantrasyonu ile paralel olarak artmakta fakat artis miktarlarinin

nisbeten az oldugu anlasilmaktadir.

Ayni ¢aligmada analiz edilen I. helenium bitkisinin koklerinden elde edilen etanol
ve su ekstraktlariin indirgeme kapasitesi standart birer antioksidan olan BHA ve BHT
gibi artan ekstrakt konsantrasyonu ile paralel olarak artmakta fakat artis miktarlarinin

nisbeten az oldugu anlasilmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. I. helenium bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
FRAP yontemi indirgeme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilastirmasi

I. oculus-christi L. ile yapilan bir ¢alismada (Berk ve ark., 2011) standart
antioksidanlar olarak BHA ve BHT kullanilmis ve ekstraktlarin konsantrasyona bagl
olarak indirgeme gii¢lerinin arttig1 ve standartlara gore daha diisiik aktivite sergiledikleri
rapor edilmistir. Bizim c¢alismamizin sonuglart ile bu ¢alisma verileri benzerlik
gostermektedir. (Orakci, 2014) Inula thapsoides subsp. thapsoides bitkisi iizerine
caligmasinin sonuglarma gore ekstraktlarin toplam indirgeme giiciiniin doza bagl olarak
artis sergiledigini tespit etmistir. Bu durum bizim calismamizin sonuglariyla da

uyumludur.
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3.1.2. DPPH-" radikali giderme kapasite tayini

DPPH radikali uzun 6miirli bir azot radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal
giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu
amagla yapilan calismalarda renk agilmasi ve spektrofotometrede 517 nm’de azalan
absorbans giderilen DPPH" radikali miktarin1 yani serbest radikal giderme aktivitesini

vermektedir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. V.insulare ve . helenium subsp. helenium bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin DPPH radikal
giderme yontemine spektrometre ile 6l¢iim degerleri.

Absorbans Degerleri (517 nm)

Konsantrasyon
(ng/ml) Verbascum insulare

Yaprak Etanol  Yaprak Su Kok Etanol K6k Su BHA BHT

0 1.393 1.393 1.393 1.393 1.393 1.393
25 1743 1.917 1.410 1.704 1.429 1.110
50 1.368 1.616 1.282 1.720 1.137 1.280
100 1.071 1.555 1.580 1.455 1.203 1.278

Inula helenium subsp. pseudohelenium

0 1.393 1.393 1.393 1.393 1.393 1.393
25 1.331 1.361 1.261 1.286 1.429 1.110
50 0.952 1.286 1.191 1.101 1.137 1.280
100 0.653 0.815 1.184 0.959 1.203 1.278

100 pg/mL konsantrasyondaki DPPH" indirgeme kapasiteleri V. insulare yaprak
etanol ekstrakt1 > BHA > BHT > V. insulare yaprak su ekstrakti > V. insulare kok su
ekstrakti > V. insulare kok etanol ekstrakti seklinde siralanmaktadir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. V. insulare bitkisininden elde edilen ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
DPPH- giderme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilastirmasi
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V. insulare bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin standart
antioksidanlar gibi, su ekstraktlarinin standart antioksidanlara benzer DPPH" radikali

giderme aktivitesi sergiledigi bulgulardan agik bir sekilde anlasilmaktadir.

DPPH" radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki denkleme gore yapildi. Burada
Anumune DPPH" radikal ¢6zeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
Axontrol 156 sadece DPPH" radikal ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin absorbans degerini
ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA ve BHT kullanildu.

DPPH: giderme aktivitesi (%) = (1 - %) %x 100 (3.1)

Kontrol

V. insulare bitkisinin yaprak ve koklerinden elde edilen etanol ve su ekstraktlar
ile standart antioksidanlar 100 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla V. insulare kok etanol
ekstrakt1 (% 24.04) > V. insulare yaprak etanol ekstrakti (% 23.12) > BHA (% 13.64) >
BHT (% 8.26) seklinde DPPH'" radikali giderme aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir.

V. insulare yaprak ve kok su ekstraktlari igin DPPH" radikali giderme aktivitesi

hesaplanamamusgtir.

Sonu¢ olarak V. insulare bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstraktlarmin
DPPH" radikali giderme aktivitesinin standart antioksidan olan BHA ve BHT
karsilastirilmasinda elde edilen sonuglarin benzer 6zellikte oldugu stanadartlardan daha

iyi radikal giderme aktivitesi gostermistir.

(Mihailovic ve ark., 2016) ise V. thapsus tiiriinin DPPH radikallerini giderme
aktivitesi sonuglarina bakildiginda metanol ekstraktinin su ekstraktina gore oldukca

yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Daha oOnce yapilan bir ¢aligmada (Esen, 2008) Verbascum bitkisinin farkli
tiirlerinin metanol ekstraktlarinin DPPH" radikallerini siiptirmede standart antioksidanlara

gore ¢cok zayif oldugu rapor edilmistir.

Calismamizin sonuglari ile kiyaslandiginda her ne kadar yapilan ¢alismalar ile
benzerlikler gosterse de farkli ekstraktlar kullanildigindan tam bir kiyas yapmak miimkiin

degildir.
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Sekil 3.4. 1. helenium bitkisininden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
DPPH' giderme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilagtirmasi

DPPH" radikali ile ilgili hesaplamalar ile I. helenium bitkisinden elde edilen etanol
ve su ekstraktlar: ile standart antioksidanlar 100 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla I.
helenium etanol ekstrakti (% 53.12) > |. helenium su ekstrakti (% 41.49) > I. helenium su
ekstrakti (% 31.15) > I. helenium yaprak etanol ekstrakti (% 15.00) > BHA (%13.64) >
BHT (% 8.26) seklinde DPPH" radikali giderme aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir
(Sekil 3.4).

I. helenium bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ve su ekstraktlarinin
standart antioksidanlar daha gii¢lii DPPH" radikali giderme aktivitesi sergiledigi
bulgulardan agik bir sekilde anlagilmaktadir. Ayrica I. helenium bitkisinin koklerinden
elde edilen etanol ve su ekstraktlarmin standart antioksidanlardan daha giicli DPPH’

radikali giderme aktivitesi sergiledigi bulgulardan agik bir sekilde anlagilmaktadir.

(Berk ve ark., 2011) yaptigi ¢alismada |. oculus-christi L. bitkisinin su
ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi sonuglarina goére konsantrasyona bagli olarak
ekstraktlarin aktivitesi giderek artmistir.

(Petkova ve ark., 2015) Inula helenium L. bitkisinin DPPH radikali giderme

aktivitesi sonuglarina gore saf su ekstrakti etanole gore daha iyi aktivite gostermistir.

(Silinsin, 2016) 1. graveolens L. bitkisinin. DPPH" siipiirme aktivitesinin % 50’ye

yakin oranda serbest radikal gideren dogal antioksidan oldugu goriilmiistiir.

Calismamizin sonuglart ile yapilan g¢alismalar kiyasladigimizda benzerlikler
gosterse de farkli ekstraktlar kullanildigindan ve farkli bitki tiirleri ile ¢alisildigindan tam

bir kiyas yapmak miimkiin degildir.
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3.1.3. ABTS** giderme aktivitesi

ABTS radikali DPPH gibi antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini
belirlemek i¢in en yaygm kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemle yapilan
caligmalarda renk agilmasi ve spektrofotometrede 734 nm’de azalan absorbans giderilen
ABTS radikali miktarin1 yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir (Cizelge
3.3).

ABTS"" radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki denkleme gore yapildi. Burada
Anumune ABTS™ radikal ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
Axkontrol ise sadece ABTS™ radikal ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbans degerini
ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA ve BHT kullanild.

ABTS giderme aktivitesi (%) = (1 — M) x 100 (3.2)

Kontrol

Cizelge 3.3. V.insulare ve I. helenium subsp. helenium bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin ABTS radikal
giderme yontemine spektrometre ile 6l¢iim degerleri.

Absorbans Degerleri (734 nm)

Konsantrasyon .
(ug/ml) Verbascum insulare

Yaprak Etanol ~ Yaprak Su Kok Etanol Kok Su BHA BHT

0 1.660 1.660 1.660 1.660 1.660 1.660

50 0.077 0.058 0.060 0.057 0.064 0.112

100 0.089 0.059 0.064 0.056 0.069 0.114

Inula helenium subsp. pseudohelenium

0 1.660 1.660 1.660 1.660 1.660 1.660

50 0.357 0.068 0.144 0.055 0.064 0.112

100 0.223 0.068 0.225 0.056 0.069 0.112

Yaptigimiz ¢alisgmada V. insulare bitkisinden elde edilen tim ekstraklarimizin
ABTS™™ radikal temizleme kapasitesi ¢ok yiiksek ve standartlara yakin bir ozellikte
karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. V. insulare bitkisininden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (50-100 pg/ml)
ABTSe+ giderme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilagtirilmast

V. flavidum' dan hazirlanan petrol eteri, aseton, metanol ve su ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini ABTS™ radikal siiplirme ydntemine gore arastirmis. ABTS™
radikal siipliirme deneyinde ise metanol ve su ekstraktlarinin (100 pg/mL konsantrasyonda
% 86.01 ve % 87.39 inhibisyon) standartlara yakin sonuglar elde etmistir (Civelek, 2018).
Calismamizin sonuglari ile kiyaslandiginda her ne kadar bu calisma ile benzerlikler
gosterse de farkli metanol kullanildigindan metanol ile etanol ekstraktlari i¢in tam bir
kiyas yapmak miimkiin degildir. Saf su ekstraktlarinin kiyasinda ise ¢alismamizda %
96’ya yakin inhibisyon saptanmigina ragmen farkli bitkiler ile calisildigindan birebir

kiyaslama yapmak miimkiin goriinmemektedir.
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Sekil 3.6. I. helenium bitkisinin koklerinden elde edilen ekstraktlarm farkli konsantrasyonlardaki (50-100
pg/ml) ABTSe+ giderme aktivitelerinin BHA ve BHT ile karsilastirilmasi
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Calisma bulgulari incelendiginde 1. helenium yaprak etanol ekstraktinin diger
orneklerle kiyasla bir miktar diisiik bir ABTS™ radikal temizleme kapasitesi gostremekle
birlikte, 1. helenium bitkisinden elde edilen ekstraklarimizin ABTS™ radikal temizleme

kapasitesi ¢ok yliksek ve standartlara cok yakin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 3.6).

(Petkova ve ark. 2015) yaptiklari ¢aligmanin sonuglaria gore Inula helenium L.
bitkisinin saf su ekstraktlarinin ABTS radikal giderme aktivitesi etanol ekstraktinin
aktivitesine gore daha yiliksek bulunmus, ayrica ekstraktlarin aktivitesinin doza baglh

olarak yiikseldigi rapor edilmistir.

Inula cinsinin farkl bir tiiriine ait yapilan bir tez ¢alismasinda (Karacaoglu, 2014)
bitkinin yaprak, kok ve ¢igek kisimlarinin metanol ekstrakti calisilmistir. Calismanin
sonuglarina gore kok metanol ABTS giderme aktivitesi yaprak metanol aktivitesine gore

daha yiiksek bulunmustur.

Calisma sonuglarinin ¢alismamizin sonuglariyla benzerlik gostermemesinin

nedeninin farkli tiir ve ¢oziicliden kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.
3.1.4. Cuprac yontemine gore indirgeme kuvveti tayini

Bu yontem ortamda bulunan neokuprinin antioksidan maddeler ile reaksiyonu
sunucunda olusan kuprik iyonlarmin (Cu?") artan absorbanst, renk acilmasi ve 450 nm’de
spektrofotometrede yapilan Ol¢limler ile indirgeme kapasitesini gostermektedir (Cizelge

3.4).

Cizelge 3.4. V.insulare ve I. helenium subsp. helenium bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin CUPRAC
yontemine spektrometre ile 6lglim degerleri.

Verbascum insulare

Kon(sfgﬁjyon Absorbans Degerleri (450 nm)

Yaprak Etanol Yaprak Su Kok Etanol Kok Su BHA BHT

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 1.195 0.790 1.153 0.897 0.941 1.295
50 1.766 1.350 1.520 0.952 0.953 1.680
100 2.920 2.050 3.162 1.576 2.303 2.516

Inula helenium subsp. pseudohelenium

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.837 0.835 1.682 0.512 0.941 1.295
50 0.825 0.902 1.329 0.590 0.953 1.680
100 1.439 1.831 1.494 0.943 2.303 2.516

100 pg/ml konsantrasyonda kuprik iyonlarmi (Cu?*), kupréz iyonlarina (Cu*)

indirgeme kapasitelerinin siralamasi; V. insulare kok etanol ekstrakti > V. insulare yaprak
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etanol ekstrakti1 > BHT > BHA > V. insulare yaprak su ekstrakt: > V. insulare kok su
ekstrakt1 seklindedir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. V. insulare bitkisininden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
Cuprac yontemi indirgeme kuvvetlerinin BHA ve BHT ile karsilagtirmasi

V. insulare etanol ekstraktlarinin, V. insulare su ekstraktlarina ve ayrica standart

antioksidanlar BHA ve BHT ye gore daha yiiksek indirgeme kapasitesi sergilemistir.

(Danahaliloglu, 2014) sonuglarmma gore BHA ve BHT ekstraktlara gore ¢ok
yiiksek bakir iyonlarini indirgeme aktivitesi gosterirken ekstraktlar da konsantrasyona
bagli olarak artan anlamli aktiviteler sergilemislerdir. Calismamizda bu ¢alismadan farkl
olan Verbascum tiirii ¢alisildigindan ve kullanilan ¢6ziicii farkli oldugundan sonuglarin

farkli oldugunu soyleyebiliriz.

Yaptigimiz ¢alismada 25-50 pg/ml konsantasyonlarinda 1. helenium etanol ve su
ekstrakt: standart antioksidanlar BHA ve BHT ye benzer kuprik iyonlarini (Cu?"), kuproz

iyonlarina (Cu®) indirgeme kapasitesi sergilemistir.

I. helenium su ekstrakti, etanol ekstraktina ve ayrica standart antioksidanlar BHA
ve BHT ye gore daha diisiik indirgeme kapasitesi gostermekle birlikte benzer 6zellik
sergilemistir. |. helenium kok etanol ekstrakti 25 pg/ml konsantrasyonda standart
antioksidanlar BHA ve BHT den daha iyi indirgeme kapasitesi gosterirken, 50 pg/ml
konsantrasyonda BHA ile BHT arasinda bir indirgeme kapasitesi gostermistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. I. helenium bitkisininden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (25-100 pg/ml)
Cuprac yontemi indirgeme kuvvetlerinin BHA ve BHT ile karsilastirmasi

100 pg/ml konsantrasyonda kuprik iyonlarmi (Cu?*), kupréz iyonlarina (Cu*)
indirgeme kapasitelerinin siralamasi BHT > BHA > 1. helenium yaprak su ekstrakti > I.

helenium kok etanol ekstrakti > 1. helenium yaprak etanol > I. helenium kok su ekstrakti

seklindedir.

(Petkova ve ark. 2015) Inula helenium L. bitkisinin ¢aligma sonuglarina gére saf
su ekstraktinin etanol ekstraktina gore daha iyi aktivite gosterdigi ayrica konsantrasyona
bagli olarak estraktlarin indirgeme giiciiniin arttigi belirtilmistir. Calismamizin

sonuglarina bakildiginda bu ¢aligma sonuglariyla benzerlik gosterdigini sdyleyebiliriz.
3.1.5. Ferrik tiyosiyanat yontemine gore total antioksidan aktivite tayini

Bu yontemde linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponu ile olusturulan
emiilsiyon ¢o6zeltisinde bulunan doymamis bir yag asidi olan linolenik asidin oda
sicakliginda inkiibasyonunda olusan lipid peroksidin miktariin spektrofotometre ile 500
nm’de elde edilen Ol¢limiine dayanmaktadir. Yiiksek absorbans diisiik antioksidan

aktiviteyi, diigiik absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. V.insulare ve I. helenium subsp. helenium bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin Ferrik
tiyosiyanat yontemine gore total antioksidan aktivite tayini yontemine spektrometre ile §l¢iim degerleri.

Verbascum insulare
Zaman

(Saat) Absorbans Degerleri (500)

Yaprak Etanol  Yaprak Su Kok Etanol Kok Su BHA BHT
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.606 0.676 0.895 0.801 0.543 0.501
20 0.547 0.658 1.074 0.987 0.908 0.782
30 0.747 0.980 1.750 1.519 1.001 0.784
40 0.878 1.377 2.238 2.079 0.948 1.018
50 0.825 1.617 2.253 2.224 0.791 0.566

Inula helenium subsp. pseudohelenium

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.610 0.759 0.618 0.668 0.543 0.501
20 0.612 0.846 1.010 1.418 0.908 0.782
30 0.895 1.611 1.264 1.796 1.001 0.784
40 0.982 1.806 1.495 1.880 0.948 1.018
50 0.880 1.938 1.122 2.061 0.791 0.566

Kullanilan standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunu inhibe etme
yiizdeleri, kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon siiresi olan kirkinci saat

temel alinarak hesaplanmistir. Hesaplamalar agsagidaki esitlige gore yapildi.

Lipid peroksidasyon inhibisyonu (%) = (1 - M) x 100 (3.3)

Kontrol

Burada Anumune farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt degerlerinin maksimuma
ulastig1 inkiibasyon anindaki absorbans degeri, Akontrol ise kontrol degerinin maksimuma
ulastig1 inkiibasyon anindaki absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA

ve BHT kullanildi.

Calisma bulgulardan da anlasildig: gibi V. insulare bitkisinden elde edilen etanol
ve su ekstraktlar1 ile standart antioksidanlarin toplam antioksidan aktivite tayini
siralamast; V. insulare yaprak etanol (% 66.68) > BHA (% 64.02) > BHT (% 61.37) > V.
insulare yaprak su (% 47.74) > V. insulare kok su (% 21.10) > V. insulare kok etanol
ekstrakti (% 15.06) seklindedir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. V. insulare bitkisi yapraginin Ferrik tiyosiyanat yontemine gére toplam antioksidan aktivite tayini

V. insulare bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstraktlari ile standart
antoksidanlar BHA ve BHT nin linoleik asit emiilsiyonu peroksidasyonunu sirasiyla; V.
insulare yaprak etanol ekstrakti % 66.68, V. insulare yaprak su ekstrakti % 47.74, V.
insulare kok su ekstraktt % 21.10, V. insulare kok etanol ekstraktt % 15.06, olacak
sekilde inhibe ederken aymi konsantrasyonda BHA ve BHT linoleik asit
peroksidasyonunu sirastyla BHA % 64.02 ve BHT % 61.37 olacak sekilde inhibe ettikleri

gbzlenmistir.

(Danahaliloglu, 2014) Hatay boélgesinde yetisen Verbascum bitkisinin farkli
tiirleriyle (V.antiochium, V.caesareum, V.gaillardotii, V.galilaeum, V.pinetorum, V.sinuatum
ve V.tripolitanum) yapilan bir ¢alismada bitkilerin metanol ekstrakti ¢alisilmis ve standart
antioksidanlar olan BHT ve BHA ile karsilastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore
BHA ve BHT cok yiiksek lipit peroksidasyonlarini inhibe etme aktivitesi gosterirken
ekstraktlar da standartlara yakin performans sergilemislerdir. Calismamizda bu
caligmadan farkli olan Verbascum tiirii ¢alisildigindan ve kullanilan ¢oziicii farkli

oldugundan sonuglarin farkli oldugunu sdyleyebiliriz.

Calisma bulgular1 incelendiginde I. helenium bitkisinden elde edilen etanol ve su
ekstraktlar ile standart antioksidanlarin toplam antioksidan aktivite tayini siralamasi;
BHA (% 64.02) > 1. helenium yaprak etanol ekstrakti (% 62.73) > BHT (% 61.37) > I.
helenium kok etanol ekstrakti (% 43.26) > 1. helenium yaprak su ekstrakti (% 31.46) > I.
helenium kok su ekstrakti (% 28.65) seklindedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Ferrik tiyosiyanat yontemine gore . helenium bitkisi toplam antioksidan aktivite tayini

I. helenium bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstraktlar1 ile standart
antoksidanlar BHA ve BHT nin linoleik asit emiilsiyonu peroksidasyonunu sirasiyla; I.
helenium yaprak etanol ekstrakti % 62.73, 1. helenium yaprak su ekstrakti % 31.46, I.
helenium kok etanol ekstrakti % 43.26 ve |. helenium kok su ekstrakti % 28.65 olacak
sekilde inhibe ederken, aymi konsantrasyonda BHA ve BHT linoleik asit
peroksidasyonunu sirayla BHA % 64.02 ve BHT % 61.37 olacak sekilde inhibe ettikleri

gozlenmistir.

(Berk ve ark., 2011) 1. oculus-christi L. ile yapilan c¢alismada standart
antioksidanlar olarak BHA ve BHT kullanmis ve ekstraktlarin konsantrasyona bagl
olarak indirgeme giiglerinin arttigt ve standartlara gore daha diisik aktivite
sergilediklerini rapor etmistir. Bizim g¢alismamizin sonuglari ile bu calisma verileri

benzerlik gostermektedir.

(Orakci, 2014) Inula thapsoides subsp. thapsoides bitkisi tizerine yaptigi
caligmasinin sonuglaria gore ekstraktlarin toplam indirgeme giiciiniin doza bagl olarak
artis sergiledigini tespit etmistir. Bu durum bizim calismamizin sonuglariyla da

uyumludur.
3.2. Antimikrobiyal aktivite

Insan sagligma zarar veren birgok mikroorganizmaya karsi yanls ve yetersiz
antimikrobiyal madde kullanimi sebebiyle mikrorganizmalar bu ilaglara karsi direng
gostermektedir. Son yillarda dogal kaynakli ilaglarda goriilmeyen veya ¢ok az olan yan
etkilerin sentetik ilaclarda dikkati cekecek oranda fazla olmasi ile insanlar tekrar bitkilerle

tedaviye yoneltmis ve bitkilerin yapisinda bulunan yeni maddelerin ortaya ¢ikarilmasina
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ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda V. insulare ve I. helenium bitkilerinin yaprak ve
koklerinden elde edilen su ile etanol ekstraktlarinin agar kuyucuk yontemi in vitro
antimikrobiyal aktivitelerinin Gram (+), Gram (-) bakterilere ve Funguslar’a karsi
gosterdigi etkiler arastirllmistir. Arastirma sonucu elde ettigimiz bulgular dogrultusunda

asagidaki gizelgeler olusturulmustur (Cizelge 3.6, 3.7, 3.8,3.9 ve 3.10).

Cizelge 3.6. V. insulare yapragindan elde edilen ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkisi

Etanol (DMSO 10mg/ml) Saf Su- (DMSO 10mg/ml)
Mikroorganizmalar — _ _ _ — _ _
= = = = = = = = = =
=] (=3 (=3 = =] = (=3 [—3
0 — Q < o S LT S < ®
'H: -y
£ B. subtilis -* - - - - - - - . .
8
% S. aureus - - - - - = - - - -
(5 B.megaterium - - - - £ - = - - -
‘= E. aerogenes - - - - - . . - .
S
& E.coli - - - - - = - - - -
g P. aeroginosa - - - - = - 2 - - -
O K. pneumonia - - - - 1 - W i .
« Y. lipolytica 12+0.6 - 12+£1.5 19+4.2 25+£3.0 - - - 15+1.0 17£1.0
>
(o))
S C. albicans 14£0.6 17£0.6 19+1.0 22+0.6 24+0.6 - - - 16+2.1 11+0.0
o

S. cerevisiae - - - - - - - - 17106

*: inhibisyon zonu yok, 1: 6 mm kuyucuk c¢apr ile birlikte.

Calisma bulgular1 incelendiginde V. insulare yaprak etanol ekstrakti, birer fungus
olan C. albicans ve Y. lipolytica'ya karsi ¢ok giiclii antifungal aktivite gosterirken,
bakterilere karsi herhangi bir antibakteriyel etkinlik géstermemistir. Ayrica V. insulare
yaprak etanol ekstraktinin 40 ve 80 ul’deki konsantrasyonlarinda gii¢lii antifungal 6zellik
gosterdigi goriilmektedir. V. insulare yaprak saf su ekstraktinin, C. albicans ve Y.
lipolytica'ya kars1 40 -80 ul’de zayif antifungal aktivite gosterirken, S. cerevisiae’ye karsi
80 ul’de etanol ekstrakindan farkli olarak antifungal ozellik gostermistir. Ayrica V.
insulare yaprak saf su ekstraktinin bakterilere karst herhangi bir antibakteriyal etkinligi

gozlenmemistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.7. V. insulare koklerinden elde edilen ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkisi

Etanol (DMSO 10mg/ml) Saf su (DMSO 10mg/ml)
Mikroorganizmalar — — — — — — — —
E_ = = = = = = = = =
0 = Q g & w =2 & g &
= B. subtilis - - - - - - - - - -
N
g S. aureus - - - - - - - - - -
% :
(5 B. megaterium - - - - - - - - - -
= E. aerogenes - - - - - - - - - -
18]
g E.coli - - - - - - - - - -
c
% P. aeroginosa - - - - - - - - - -
G K. pneumonia - - - - - - - - - -
o Y. lipolytica 12+0.0 16+0.0 17+£2.3 19+4.2 24+2.0 - - 3 16+£2.1 20+0.6
>
c%” C. albicans 12+0.0 16+0.0 17+1.7 16+4.7 18+59 - - 15+#15 17+1.0 18+0.6
S, cerevisiae - - - 11£0.0 1106 - - - - 1406

*: inhibisyon zonu yok, 1: 6 mm kuyucuk ¢ap1 ile birlikte.

V. insulare kok etanol ekstraktinin C. albicans ve Y. lipolytica’ya giicli ve
S.cerevisiae’ye karsi zayif antifungal etki gosterdigi goriilmektedir. V. insulare kok saf
su ekstrakti, funguslara kars1 orta diizeyde bir antifungal aktivite gosterirmistir. Diger
taraftan V. insulare’nin bakterilere karsi herhangi bir antimikrobiyal etkinlik
gostermedigi gozlemlenmistir. V. insulare bitkisi bir biitiin olarak ele alindiginda yaprak
etanol ekstraktlarinda C.albicans ve Y. lipolitica’ya karsi giicli bir aktivite var iken,
S.cerevisiae’ye karst herhangi bir aktivite olmadigi, kok etanol ekstraktlarinda ise
antifungal aktivite gozlemlenmistir. Kok etanol ve saf su ekstraktlarinda ise biitiin

funguslara kars1 aktivitenin oldugu gézlemlenmistir (Cizelge 3.7).

V. sinaiticum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite test sonuglari incelendiginde
P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin kadar
aktivite gostermistir (Taged ve ark., 2005). Bizim calismamizda ekstraktlarimiz Y.

lipolytica, C. albicans’a kars1 Fluconazole kadar aktivite gostermistir.

Antimikrobiyal aktivite ile ilgili yapilan c¢aligmalarda; Verbascum cinsine ait
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin S. aureus ve C. albicans basta olmak lizere S.
epidermidis, P. aeruginosa’ a karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Etil asetat

ekstraktinin en fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sen, 2001).
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V. undulatum’un kdklerinden elde edilen ekstraktlara en duyarli olan bakteriler, S.
aureus, S. epidermidis ve Salmonella enteritidis olarak tespit etmislerdir (Magiatis ve
ark., 2001). Verbascum cinsine ait bitkinin toprakiistii kismindan diklorometan
ekstraktinin bakterilerden E. coli, S.aureus ve E. faecalis {iizerine etkili oldugu,
P.aeroginosa ve B. subtilis’e etkisiz oldugu belirlenmistir (Ozbilgin, 2006). Bitkilerin
metanol ekstrakti su ekstraktina oranla mikroorganizmalara karsi daha etkilidir. V.
thapsus’un ¢igeklerinden hazirlanan yagin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus antibakteriyal
aktivite gosterdigini ve su ekstraktinin ise S. aureus’a karsi antibakteriyal aktivite
gosterdigini belirlemislerdir (Tiirker ve ark., 2002). V. gypsicola bitkisinden hazirlanan
ekstraktin E. coli ve P. aeruginosa karsi antibakteriyal aktivite gostermezken, S. aureus
kars1 aktivite gdsterdigi belirlemislerdir (Diilger ve Goniiz, 2004). Bizim ¢alismamizda
ekstraktlarimizin Y. lipolytica, S. cerevisiae ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

Yaptigimiz caligmada ekstraktlarimizin Y. lipolytica, S. cerevisiae ve C. albicans’a
kars1 antimikrobiyal aktivite géstermistir. V. insulare bitikisinin kok ve yapraktan elde
edilen etanol ve saf su ekstraktlarinda higbir antibakteriyal tespit edilmemis iken, etanol
ekstraktlarinda kuvvetli ve su ekstrakatlarinda ise orta diizeyin iizerinde antifungal

aktivitenin oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.8. I. helenium yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkisi

Etanol (DMSO 10mg/ml) Saf su (DMSO 10mg/ml)

Mikroorganizmalar

= = = = = 7 = = = =

w = & § 8 w = & § %
£ B.subtilis 15+1.0 19+15 21+1.0 21+1.0 26421 -* - - - -
o
e S.aureus 17+1.2 19421 21417 22435 25+¢2.3 - - - - -
g B. megaterium 16+£0.6 19+1.5 21+1.2 20+0.0 20+0.6 - - - - -
% E. aerogenes 11+0.0 15+1.0 19+1.7 20+0.0 2006 - - - - -
é‘,’ E. coli 14+£1.0 1742.0 20+0.6 21+1.0 23+23 - - - - -
c P.aeroginosa 11+0.0 15+25 20+0.0 22+2.0 2400 - - - - -
©
(5 K. pneumonia 1545 17435 19+2.3 22435 22#40 - - - - -
«» Y. lipolytica 19+2.1 23+2.7 25+1.7 28+0.6 30+2.0 - - 15+2.3 19+2.3 25+0.6
>
2 C. albicans 16+1.2 20+£15 21+1.0 25+15 28+1.0 - - 14421 20+2.5 25+1.0
=}
LS. cerevisiae - - - 1100 15%35 - - - - 15'+0.0

*: inhibisyon zonu yok, 1: 6 mm kuyucuk ¢api ile birlikte.
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I. helenium yaprak etanol ekstrakti (30+ 2.0 mm) Y. lipolytica'ya karsi en yiiksek
aktiviteyi gosterirken, S. cereviciae'ye (15+ 3.5 mm) kars1 en az aktivite gostermistir. I.
helenium saf su ekstrakti (25+1.0 mm) C. albicans’a karsi en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, S. cerevisiae'ye (15+0.0 mm) kars1 en diisiik aktiviteyi gostermistir. Saf su

ekstraktlarinin bakterilere kars1 herhangi bir aktivitesi gézlenmemistir (Cizelge 3.8).

I. helenium yaprak etanol ekstraktinin genis spektruma sahip antimikrobiyal
Ozellik gosteren maddelerden daha giiclii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve
yaprak saf su ekstraktinin, funguslara karsi giiglii bir antifungal aktivite gosterdigi

goriilmektedir.

Cizelge 3.9. |. helenium bitkisinin koklerinden elde edilen ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkisi

Etanol (DMSO 10mg/ml) Saf su (DMSO 10mg/ml)

Mikroorganizmalar

k. = = = = - = = = =

= = ) ) = ) ) =

w — (a\] b <] w — [a\] < ']
S B. subtilis 11£0.0 12+0.6 18+1.5 16£0.0 18+12 -* - - - -
N
8 S.aureus 11£0.6 14+1.5 16+1 18+1.7 20£1.5 - = - - -
S
g B. megaterium 13£1.2 14+£0.0 15+0 21+1.2 19+1.2 -
-‘% E. aerogenes 11+0.6 12+0.6 13+1.5 14+0.6 16+2.1 - - - - -
2 E.coli - 11£0.0 13+0.6 15+1.2 16+2.1 - - - - -
; P. aeroginosa 13£0.0 13+1.0 16+1.2 18+1.0 19+1.0 - - - - -
©
(5 K. pneumonia 11£0.0 11£0.0 17+3.0 17+1.2 18+1.7 - - - - -
o Y. lipolytica 1741.2 19£1.2 20+0.0 22+0.0 29412 - - - 12417 16+£1.2
g C. albicans 18+2.1 20+£0.0 21+0.6 22+0.0 26+1.5 - - - 12+0.0 14+0.0
% s cerevisiae - - - 11£0.6 14+0.6 - - - - 141+1.7

*: inhibisyon zonu yok, 1: 6 mm kuyucuk ¢api ile birlikte.

I. helenium kok etanol ekstraktinin biitiin mikroorganizmalara karsi ¢ok giiclii
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Cizelge 3.9). Etanol ekstrakti (29+1.2 mm)
Y.lipolytica'ya kars1 en yiiksek aktiviteyi gosterirken, S. cereviciae'ye (14+ 0.6 mm) kars1
en diisiik aktiviteyi gostermistir. |. helenium kok etanol ekstraktini standart antibiyotikler
ile karsilastirdigimizda (Cizelge 3.10) Eritromisin antibiyotiginin B.S megaterium ve E.
aerogenes mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal etkisinden nispeten daha az

antimikrobiyal etki gostermistir.
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I. helenium kok etanol ekstraktinin genis spektrum 6zelligine sahip antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gérmekteyiz. I. helenium kok saf su ekstrakti, funguslara karsi
antimikrobiyal aktivite gdosterirken, diger mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite gostermedi. I. helenium saf su ekstraktlar1 giiglii antifungal etki gosterirken, I.
helenium etanol ekstraktlarinin ise ¢ok giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Sonug¢ olarak, I. helenium yaprak ve koklerinden elde edilen
ekstraktlarinin  benzer Ozellikte antimikrobiyal oOzellik gosterdikleri karsimiza

¢ikmaktadir.

1. graveolens’ in toprakiistii kisimlar1 antibakteriyal etkinlikleri test edilmis. Bunun
sonucunda; S. epidermidis ve B. subtilis’ e kars1 zayif aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica bitki ekstraktinin P. mirabilis, P. aeruginosa ve Enterococcus hiicre kiiltiirlerine

kars1 aktivite gostermedigi belirtilmistir (Topgu ve ark., 1993).

(Ozhan, 2012) 1. viscosa, I. helenium subsp. turcoracemosa, |. peacockiana, I.
montbretiana ve |. thapsoides subsp. thapsoides bitkilerinin ¢igek, yaprak ve koklerinin
su, metanol ve etil asetat ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlari ile yapmis
oldugu ¢alismada; Inula tirlerinden elde edilen ekstraktlarin biiyiik ¢ogunlugunun,
incelenen mikroorganizmalara karsi 6nemli derecede etki gosterdigi belirlemis. Tiim

ekstraktlarin mayalara karsi kuvvetli antifungal etkiye sahip oldugu saptamistir.

(Cinar, 2012) yaptig1 ¢calismada Gram (-) bakteriler arasinda . helenium subsp.
turcarasemosa’nin metanol, etanol, etil asetat ve su ekstraktlarinin bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu, I. helenium subsp. vanensis in metanol, etil asetat
ve su ekstraktlarinin bakterilere karsi aktivitesi oldugunu, I. helenium subsp. orygalis’in
metanol, etanol ve etil asetatli ekstratlarinin bakterilere karsi aktivitesi oldugunu, etil

asetatli ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini oldugunu tespit etmistir.

Calisilan bitkilerin ve kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasi yapilan ¢alismalar

arasinda birebir kiyaslama yapmamiz miimkiin goriinmektedir.

Bizim ¢alisgmamizda ise yaprak ve kokten elde edilen etanol ekstraklarinin ¢ok
giicli antimikrobiyal aktivitesi ve su ekstraktlarinin ise ¢ok giiclii antifungal aktivitesi
tespit edildi. Bu durum ¢dziiciilerin bitki igerigini ¢6zme yeteneklerinin farkli olmasi ve
sonucunda bitki blinyesinde bulunan fenolik igeriklerinin miktarlarinin farkli olmasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Cizelge 3.10. Antibiyotik disklerinin test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkisi

Antibiyotikler

Mikroorganizmalar icilli
Eritromisin Ampicillin/ Amikasin  Rifampisin  Fluconazole
sulbactam
£ B.subtilis 20+0.00 14+1.15 11£1.00  21+0.00 -
o
g' S. aureus 21+1.00 10+0.00 9+0.00 18+1.15 -
©
(5 B.megaterium 25+0.00 - 10£1.00 16+0.00 -
= E. aerogenes 27+1.00 10+1.00 9+0.00 16+1.00 -
S E.coli 19+1.52 13£0.00 134000  18+0.00 -
£ P.aeroginosa 1920.00 : 145115 820.00 .
©
(5 K. pneumonia 19+1.73 16+0.57 10£0.00 19+1.73 -
4 Y. lipolytica -* - - - 21+0.00
g’ C. albicans - - - - 23+1.52
LS cereviciae - - - - -

*:Inhibisyon zonu yok, 8 mm disk ¢apr ile birlikte.

Kontrol amagh olarak kullandigimiz standart antibiyotikler (Cizelge 3.10) ile
ekstraktlarimizi  karsilastirdigimizda;  V.insulare bitkisine ait yaprak etanol
ekstraklarimizin flukonazole’den daha gii¢lii antifungal aktivite gosterirken, kok etanol
ekstraklarimiz ise flukonazole’ye benzer 6zellikte antifungal aktivite gosterdigi tespit
edilmigtir. Saf su yaprak ve kok ekstraktlarimizin flukonazole’ye benzer 6zellikte ve
nispeten daha az aktivite gosterdikleri belirlenmistir. V.insulare saf su ekraktlarimizin
antibakteriyal aktivitesi ise gdzlenmemistir. I. helenium bitkisine ait yaprak ve kok etanol
ekstraklarimizin flukonazole’den daha giiglii antifungal aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir. Saf su yaprak ekstraklarimizin flukonazole’den daha giiglii antifungal aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Saf su kok ekstraktlarimizin ise flukonazole’ye benzer
ozellikte ve nispeten daha az aktivite gosterdikleri ve antibakteriyal aktivite gostermedigi
tespit edilmigtir. |. helenium yaprak ve kok etanol ekstraktlarimizin Eritromisin
antibiyotiginden bir miktar daha diigiik antibakteriyel aktivitesi olmasina ragmen
Ampicillin/  sulbactam, Amikasin, Rifampisin antibiyotiklerinden daha giicli

antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bitki ekstraktlarimizin antimikrobiyal 6zellikleri sonucunda mikroplara kars1 kiiltiir
ortamindaki inhibisyon zonlarina ait petri goriintiileri agsagidaki gibidir (Sekil 3.11-12-
13-14).
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Sekil 3.11. I. helenium kok etanol ekstraktinin Escherichia coli’ye karsi olusturdugu inhibisyon zon
gorilintlisii

Sekil 3.12. |. helenium yapra etanol ekstraktinin Candida albicans’a karst olusturdugu inhibisyon zon
gOrlintlisii

3.3. Fenolik Calisma Bulgular:

HPLC ile fenolik madde miktar1 tayini i¢in 14 farkli standartin (Askorbik asit,
Gallic asit, Miricetin, Absisik asit, Quercetin, Apigenin, Kaempferol, Curcumin,
Catechol, Vanillin, Cafeic asit, Cinnamic asit, Rosmarinic asit ve Salisilic asit)
inceledigimiz V. insulare ve I. helenium bitkilerine ait fenolik bilesik miktarlar1 Cizelge

3.11 ve 3.12’ de ve standartlarin HPLC kromatografisi Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13. Fenolik standartlarin HPLC kromatografisi

Cizelge 3.11. V. insulare bitkisinin yaprak ve kok ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin miktarlar1 (pg/ml)

. Yaprak Kok

Fenolikler

Etanol Saf su Etanol Saf su
Vanillin 255.367 76.626 41.593 0.000
Catechol 154.389 15.960 121.034 34.118
Kafeik asit 82.550 5.793 52.187 11.863
Mirisetin 67.903 35.698 108.492 12.018
Apigenin 66.680 4,592 21.563 20.640
Rosmarinik asit 58.381 7.823 10.356 3.330
Cinnamic asit 29.547 105.559 17.470 7.027
Absisik Asit 13.094 3.953 9.423 3.955
Salisilik asit 12.547 0.000 58.260 47.344
Curcumin 7.786 0.000 14.274 4.891
Kaempferol 6.816 1.412 5.574 4.089
Askorbik asit 4.796 4.664 46.169 63.778
Kuersetin 2.786 4.807 2.592 6.991
Gallik asit 0.000 0.000 0.000 0.000
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V. insulare bitkisinin yapragindan elde edilen ekstraktlarin HPLC ile analiz
miktarlarina bakildiginda etanol ekstraktinda en fazla miktarda vanilin (255.367 pg/ml),
en az miktarda kuersetin (2.786 ug/ml) varligi tespit edilmistir. Saf su ekstraktinda ise en
az miktarda kaempferol (1.412 ug/ml), en fazla miktarda ise cinnamic asit (105.559
pg/ml) oldugu belirlenmistir. Etanol ekstraktinda gallik asit tespit edilmezken, saf su
ekstraktinda ise tli¢ farkli fenolik (gallik asit, salisilik asit ve curcumin) tespit
edilmemistir. Her iki ekstraktin fenolik madde miktarlarinin birbirlerinden ¢ok farkli
oldugu belirlenmistir. Kokten elde edilen ekstraktlarin HPLC analizi ile yapilan 14 farkl
fenolik igerigi karsilagtiridiginda, etanol ekstraktinda en fazla miktarda catechol (121.034
pg/ml) var iken, en az miktarda ise kuersetin (2.592 pg/ml) varlig1 tespit edilmistir. V.
insulare kokiinden elde edilen saf su ekstraktinda en az miktarda rosmarinik asit (3.330
pg/ml) mevecut iken, en fazla miktarda ise askorbik asit (63.778 pg/ml) icerdigi
belirlenmistir. V. insulare’nin etanol ekstraktinda gallik asit tespit edilmezken, saf su
ekstraktinda ise gallik asit ve vanilin tespit edilmemistir. Kokten elde edilen etanol ve saf
su ekstraktlarinin fenolik madde miktarlari kismen benzemesine ragmen, bazi fenoliklerin
birbirlerinden ¢ok farkli miktarlarda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.11). V. insulare

yaprak etanol ekstraktina ait HPLC kromatografisi asagida verilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. V. insulare bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktina ait HPLC kromatografisi

Yapilan ¢alismalarda Verbascum cinsine ait tiirden elde edilen metanol ekstrakti
flavonoit igerikleri agisindan HPLC kullanilarak incelenmis ve sonugta mirsetin, luteolol,
kemferol ve izoramnetin flavonoitlerinin bulundugu saptamistir (Ozbilgin, 2006). V.
cheiranthifolium yapragindan elde edilen su ekstraktinda apigenin, klorojenik asit,
rosmarinik asit ve kuersetin gibi fenolik bilesikler bulundugu tespit edilmistir (Dalar ve

ark., 2014).

Verbascum cinsine ait bitkinin metanol ekstraktinda mirsetin, luteolol, kemferol ve
izoramnetin  flavonoitlerinin ~ bulundugu  goézlenmistir.  Ekstraktlarda saptanan
flavonoitlerden koemferol’iin miktarinin diger bilesiklere gore daha yiiksek oldugu da
belirlemistir (Giizel, 2006). Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi iizerine yapilan onceki
caligmalarda Verbascum tiirlerinde apigenin ve luteolin fenoliklerin varligini tespit
etmiglerdir (Tatli ve Akdemir, 2004) Verbascum cinsi bitkiden elde edilen su

ekstraktlarinde yiliksek konsantrasyonda kafeik asit varligin1 belirlemislerdir. Ayrica V.
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nigrum metanol ekstraktinda ise neoklorojenik ve sinnamik asitlerin varligini tespit
etmislerdir (Mihailovic ve ark., 2016). Calismamizdaki bitki 6rnegi ile ilgili literatiirde
kisitlh HPLC analiz sonuglar1 oldugundan dolay1 Verbascum cinsi dikkate alindiginda

benzer fenoliklerin varligi gozlemlenmistir.

Cizelge 3.12. |. helenium bitkisinin yaprak ve kok ekstraktlarindaki fenolik bilegiklerin miktarlari (pug/ml)

Yaprak Kok

Fenolikler

Etanol Saf su Etanol Saf su
Apigenin 18.227 5.408 24.278 29.173
Absisik Asit 17.573 6.827 4.585 1.415
Askorbik asit 17.492 12.608 50.667 94.038
Curcumin 14.022 0.000 7.547 0.000
Catechol 6.631 32.207 25.330 19.688
Kafeik asit 5.641 10.257 10.464 7.636
Kaempferol 4.318 1.234 1.736 0.000
Cinnamic asit 3.676 12.935 6.110 5.762
Kuersetin 3.385 2.133 7.909 3.006
Mirisetin 3.378 2.303 13.818 3.760
Rosmarinik asit 3.223 1.562 2.464 2.519
Salisilik asit 0.000 8994 37.194 0.000
Vanillin 0.000 0.000 1,564 0.000
Gallik asit 0.000 0.000 0.000 0.000

I. helenium bitkisinin yapragindan elde edilen ekstraktlarin HPLC ile analiz
miktarlarina bakildiginda etanol ekstraktinda en fazla miktarda apigenin (18.227 pg/ml),
en az miktarda rosmarinik asit (3.223 pg/ml) varligi tespit edilmistir. Saf su ekstraktinda
en az miktarda kaempferol (1.234 pug/ml), en fazla miktarda ise catechol (32.207 pg/ml)
oldugu belirlenmistir. Etanol ekstraktinda 3 farkli fenolik (gallik asit, vanilin ve salisilik
asit) tespit edilmezken, saf su ekstraktinda ise 3 farkli fenolik (gallik asit, vanilin ve
curcumin) tespit edilmemistir. Her iki ekstraktin fenolik madde miktarlar birbirlerinden

cok farkli oldugu belirlenmistir.

Kokten elde edilen etanol ekstraktinin HPLC analizi ile yapilan 14 farkli fenolik
igerigi karsilastirildiginda en fazla miktarda askorbik asit (50.667 ug/ml) var iken, en az
miktarda ise vanilin (1.564 pg/ml) varlig1 tespit edilmistir. . helenium kdkiinden elde
edilen saf su ekstraktinde en az miktarda absisik asit (1.415 pg/ml) mevcut iken, en fazla
miktarda ise askorbik asit (94.038 ng/ml) igerdigi belirlenmistir. Etanol ekstraktinda
gallik asit tespit edilmezken, saf su ekstraktinda ise bes farkli fenolik (gallik asit,
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kaempferol, vanilin, salisilik asit ve curcumin) tespit edilmemistir. Kokten elde edilen
etanol ve saf su ekstraktlarinin fenolik madde miktarlar1 kismen benzemesine ragmen,
bazi fenoliklerin birbirlerinden ¢ok farkli miktarlarda oldugu belirlenmistir (Cizelge
3.12). 1. helenium kok etanol ekstraktina ait HPLC kromatografisi asagida verilmistir
(Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. I. helenium bitkisinin koklerinden elde edilen etanol ekstraktina ait HPLC kromatografisi

Yapilan calismalarda Inula cinsine ait bitkiden HPLC yontemi ile chlorogenic
acid, caffeic acid, alantolactone ve isoalantolactone maddelerin miktarlarinin ¢ok farkl
oranda oldugunu tespit etmislerdir (Wang ve ark., 2014). Inula cinsine ait bitkiden elde
edilen metanol ve su ekstraktlarinda HPLC ile fenolik madde analizinde 10 farkli standart
(gallik asit, kafeik asit, rutin, luteolin, kamferol, rosmarinik asit, mirisetin, kuersetin,
kumarin ve apigenin) kullanilmigtir. Metanol ve su ekstraktlar1 en fazla kamferol
(sirastyla 40.87+0.04 mg/g ve 34.36+0.02 mg/g kuru ekstrakt) icermektedir. Ayni
zamanda ekstraktlardan gallik asit, rutin, rosmarinik asit, kuersetin ve kumarin tespit
edilmistir. Ayrica su ekstraktinda apigenin de bulunmaktadir (Ozkan ve ark., 2003).
Calismamizda ise kokiin saf su ekstraktinda daha az fenolik madde miktar1 tespit

edilmistir.
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Inula tiirlerinin ¢icek, yaprak ve koklerinden ayri ayri ekstraktlar elde edilmis ve
HPLC ile yapilan miktar tayinleri analizinde; klorojenik asit, kafeik asit, rutin, mirisetin,
kuersetin, luteolin ve kemferol saptanmuistir (Gékbulut, 2011). I. heterolepis’in yaprak,
cicek ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstraktlarin ters faz-HPLC ile yapilan
kalitatif ve kantitatif analizleri ile bitkinin ¢ikorik asit, klorojenik asit, luteolin, kafeik

asit, gallik asit, kemferol, kuersetin bilesiklerini igerdigi saptanmistir (Karacaoglu, 2014).

Yapilan ¢aligsmalar dikkate alindiginda ¢alismamizla kismen benzerlik gostermekte olup,
her bir bitki ekstraktinda analiz edilemeyen bazi fenolik maddelerin de bulunmasi

muhtemeldir.
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4. SONUC

Bitkiler insanlik tarihi boyunca tedavi amacl olarak alternatif ve modern tipta
kullanilmaktadir. Bitkilerin tedavi amagh olarak kullanilabilmesi i¢in bir bitkinin bu
amaca uygun belli ozellikleri tasimasi gerekmektedir. Bitkilerde bu 6zelliklerinin
belirlenebilmesi ic¢in bitki biinyesinde bulunan maddelerin arastirmalar ile ortaya
cikartilmasi gereklidir. Bu g¢alismada Verbascum insulare Boiss. & Heldr. ve Inula
helenium L. subsp. pseudohelenium Grierson bitkilerin yaprak ve koklerinden elde edilen
ekstraktlarin fenolik bilesik iceriklerinin belirlenmesi, biyoaktif bilesiklerinin antioksidan
ve antimikrobiyal aktivite {izerine etkisi, farmakolojik degerlerinin 6n plana ¢ikarilmasi,
dogal antioksidan kaynagi ve sentetik antimikrobiyal ajanlara karsi alternatif dogal
antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilirliginin arastirilmasina katkida bulunmak

amaglanmistir.

Bitkilerden elde edilen ekstraktlar veya bu ekstraktlarin saflastirilmis sonucunda
elde edilen organik kokenli bilesiklerin total antioksidan aktiviteleri tespit etmek igin

bir¢ok yontem gelistirilmis ve gliniimiizde de bu yontemler kullanilmaktadir.

Calismamizda V. insulare ve I. helenium bitkilerinin antioksidan aktivite ve
radikal giderme aktivitesi i¢in FRAP, DPPH, ABTS, CUPRAC ve Toplam antioksidan
aktivite tayini yontemleri kullanildi. Her iki bitkimizinden elde edilen ekstraktlar ABTS
radikal giderme aktivitesinde standartlara yakin etki gosterdi. Yapraktan elde edilen
ekstraktlarin genel olarak kokten elde edilen ekstraktlara gore daha iyi antioksidan
aktivite sergiledigi gézlendi. Ayrica genel olarak etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina

gore daha 1y1 antioksidan 6zellik gosterdigi tespit edildi.

Insan saghigina zarar veren birgok mikroorganizma yanlis ve yetersiz antibiyotik
kullanimindan dolay1 ilag direnci gostermektedir. Bu nedenle, bitkiler basta olmak {izere
dogal kaynaklardan elde edilebilecek yeni maddelerin kesfedilmesine biiylik 6nem

verilmesi gerekmektedir.

V. insulare yaprak ve kok etanol ekstraktlarinin bakterilere karst herhangi bir
antibimikrobiyal etkisi yok iken funguslara kars1 genis spektruma sahip antibiyotikler gibi
(Fluconazole) cok giiclii antifungal etkisinin oldugu ve saf su ekstraktlarminda etanol
ekstraktlarina benzer sekilde bakterilere kars1 herhangi bir antimikrobiyal etkisi yok iken

funguslara kars1 giiglii antifungal etkisininin oldugu tespit edildi.
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I. helenium yaprak ve kdk etanol ekstraktlarinin incelenen mikroorganizmalara
karst ¢ok kuvvetli antimikrobiyal aktivitesinin oldugu ve saf su ekstraktlarinin ise
bakterilere kars1 herhangi bir antibiyotik etkisi yok iken funguslara kars1 genis spektruma
sahip antibiyotikler (Fluconazole) gibi ¢ok giiglii antifungal etkisinin oldugu tespit edildi.

V. insulare’den ekstrakte edilen bilesikler genis spektrumlu antifungal etkiye
sahip iken, 1. helenium’dan ekstrakte edilen bilesiklerin ise genis spektrumlu
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. V. insulare ve I. helenium
bitkilerinden ekstrakte edilen bilesiklerin giintimiizde kullanilan antibiyotiklere alternatif

olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

V. insulare ve I. helenium bitkisinin genel olarak etanol ekstraktlarinin, saf su
ekstraktlarina gore ve yapraktan elde edilen eksraktlarin da kokten elde edilen

ekstraktlara gore yaklasik olarak ii¢ kattan daha fazla fenolik igerige sahip oldugu tespit
edildi.

Calismamiz sonucunda, |. helenium ve V. insulare tiirlerindeki bazi fenolik
bilesiklerin dagilimi1 ve miktart ortaya konulmus, tlirlerin farkli kistmlarindan degisik
coziciilerle elde edilen ekstraktlarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivite testleri

gercgeklestirilmis ve onemli bulgular elde edilmistir.

Calismada incelenen bitkiler alternatif tipta tedavi amagl kullanilmakla beraber,
bu bitkiler ile ilgili daha fazla laboratuvar ¢alismalarinin yapilmasi, bu bitkilerin kimyasal
ozelliklerinin ve biyolojik etkilerinin daha iyi bilinmesi igin bitkilerde bulunan
bilesiklerin izole edilmesi ve karakterizasyonu i¢in farmasotik testlere ve farmakolojik
arastirmalara ihtiya¢c vardir. Ayrica, bu bitkilerden elde edilen ekstraktlarin canl
organizmalarda kullanima uygunlugu amaciyla daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.
Literatiirde yapilan arastirmalarda ¢alisma materyali olan V. insulare ve I. helenium
subsp. pseudohelenium bitkileri ile ilgili daha once yapilan fenolik igerik analizi ve
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite tayini ile ¢ok az ¢alismaya rastlanilmasi ve bu
bitkilerin 6neminin ortaya konabilmesi i¢in daha fazla arastirilmalarinin ve elde edilecek

sonuglarin literatiire katk: saglayacagini umuyoruz.
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