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OZET
SIVAS BOLGESINDE YETISEN SARI KANTARON BiTKiSININ
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Melahat SUSAMIS
Yuksek Lisans Tezi
Farmas6tik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Ahmet ALIM
2019, 55 Sayfa

Bitkilerin hastaliklar1 iyilestirme giiciine olan inang¢ insanlik tarihi kadar eskidir. Bitkisel
kokenli ¢ binin Gzerinde ugucu yag bilinmekte ve bunlarin yiizlercesi diinya ticaretine ve
bilimsel c¢alismalara konu olmaktadir. Bu konulardan biri de sentetik ilaglara direng
gelistiren mikroorganizmalara karst tibbi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
kullanimidir. Bitkilerin kimyasal igerigi ve aktif bilesen yapilarinin aragtirilmasi ile bulunan
ucucu yaglar, son yillarda biiylik bir énem kazanmistir. Ugucu yaglarin antibakteriyel
Ozellik gostermesi ve farkh tiirlere ait olan ugucu yaglarin da gesitli mikroorganizmalar
Uzerindeki etkisiyle ilgili ¢alismalarda yogunluk kazanmustir.

Bu c¢aligmada Hypericaceae familyasina ait olan Hypericum perforatum ve
Hypericum scabrum bitkilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmustir.
Bu amacla kurutulan bitkilerin gévde, ¢icek ve yaprak kisimlari kullanilarak ugucu yaglari
elde edilmistir. Bitkilerin madde igerigini olusturan bilesenler ‘Gaz Kromotografisi Kiitle
Spektrometresi (GS-MS)’ analiz yontemiyle belirlendi. En yiiksek kimyasal bileseni H.
perforatum’da Germacrene D, H. scabrum’da a-Pinene olarak belirlendi. Antibiyotik
duyarhlik testlerinin yapilmasinda Disk Difflizyon (Kirby-Bauer) ve Mikrodilisyon
Yontemleri kullanildi. Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi igin alt1
bakteri Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus cereus
(ATCC 11778), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) ve iki maya Candida albicans
(ATCC 10231) ve Candida tropicalis (DSM 11953) kullanilmustir.

H. perforatum ugucu yaginin incelenen konsantrasyonlarda E. faecalis ve C. albicans
tizerine etkisiz oldugu saptanirken, 100 mg/ml’lik konsantrasyonda en biiyiikk zon capi
sirasiyla S. aureus (22 mm), E.coli’de (18 mm) ve P. aeruginosa’da (16 mm) gozlendi. H.

scabrum ugucu yagi emdirilmis diskler etrafinda inhibisyon zonu olusmadigi, bu nedenle



de H. scabrum wugucu yagmin deneyde kullanilan mikroorganizmalar {izerine
antimikrobiyal etkisinin olmadig1 saptandi.

H. perforatum bitkisinin u¢ucu yagindan elde edilen GC/MS sonuglarina gore 70
adet bilesen bulunmustur. Major bilesen olarak Germacrene D (%8.71), Caryophyllene
oxide (%8.44), a-Pinene (%6.35) ve en az bilesen olarak ta B-Copaene (%0.22)
bulunmusgtur. H. scabrum bitkisinin u¢ucu yagindan elde edilen GC/MS sonuglarina gore
ise 33 adet bilegsen bulunmustur. Major bilesen olarak a-Pinene (%45.34), Thymol (%4.57),
Spathulenol (%3.75) ve en az bilesen olarak ta epi-Muurolol (%0.48) bulunmustur.

Hypericum tlrlerinden elde edilen ugucu yaglarmin farmasétik endistrisinde
kullanilabilecek yeni bilesiklerin iiretimini gelistirmek i¢in yeni stratejiler sunabilecegi

kaginilmazdir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Hypericeae, Sar1 Kantaron, Ugucu yag, Disk
Diffuizyon yontemi, Mikrodillisyon yontemi.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ST. JOHN’S WORT IN
SIVAS REGION
Melahat SUSAMIS
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Microbiology
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ALIM
2019, 55 Sayfa
The belief in the healing power of plants is as old as the history of mankind. There are over
three thousand essential oils of plant origin that known and hundreds of them are subjected
to world trade and scientific studies. One of these issues is the using of essential oils
derived from medicinal plants against microorganisms that develop resistance to synthetic
drugs.

Essential oils, which is found by researching chemical composition and active
ingredient structure of plants, have gained a great importance in recent years. Antibacterial
properties of essential oils and volatile oils which are belonging to different species have
also been intensified in studies related to the effect on various microorganisms.

The aim of this study was to investigate the antimicrobial activity of Hypericum
scabrum and Hypericum perforatum plants which are belonging to the family of
Hypericaceae. For this purpose, the body, flower and leaf parts of the dried plants were
used for obtaining the essential oils. The highest chemical component was observed a-
Pinene in H. scabrum and Germacrene D in H. perforatum Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GS-MS) was used to determine the components of the substance content of
the plants. Disc diffusion (Kirby-Bauer) and microdilution methods were used for antibiotic
susceptibility testing.

To determine the antimicrobial activity of essential oils, six bacteria Stphylococcus
aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus cereus (ATCC 11778),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), two yeasts Candida albicans (ATCC 10231) and
Candida tropicalis (DSM 11953) were used.

At the studied concentrations H. perforatum’s essential oil was found to be
ineffective on E. faecalis and C. albicans. The largest zone diameter at the concentration of



100 mg/ml was observed on S. aureus (22 mm), E. coli (18 mm) and P. aeruginosa (16
mm), respectively.

H. scabrum essential oil did not form an inhibition zone around the discs that were
impregnated with essential oil, so H. scabrum essential oil had no antimicrobial effect on
the microorganisms used in the experiment.

According to the results of GC/MS which is obtained from the essential oil of H.
perforatum plant, 70 components were found. Major components were Germacrene D
(8.71%), Caryophyllene oxide (8.44%), a-Pinene (6.35%), and as the least component -
Copaene (0.22%) is found.

According to the results of GC/MS which is obtained from the essential oil of H.
scabrum plant, 33 components were found. Major components were a-Pinene (45.34%),
Thymol (4.57%), Spathulenol (3.75%) found, and epi-Muurolol (0.48%) as the least
component.

It is inevitable that the essential oils derived from the Hypericum species can offer
new strategies to improve the production of new compounds that can be used in the

pharmaceutical industry.

Key Words: Antimicrobial Activity, St. John’s Wort, Essential Oil, Disk Diffusion
Method, Microdilution Method.
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1. GIRIS ve AMAC

Insanoglu, hayatim siirdiirebilmek igin ihtiyag duydugu besinlerin &nemli bir kismini
bitkilerden karsilamaktadir. Bitkiler karbonhidrat, protein, yag, mineral madde ve
vitaminler gibi besin bilesenleri i¢cin olduk¢a O6nemli kaynaktir. Bitkiler besin ve enerji
saglama gibi yasamsal deger tasimakla beraber, basta ila¢ sanayi olmak {lizere; kimya,
kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik agidan ¢ok Onemli ve yeri
doldurulamaz bazi ugucu yag kimyasal bilesenlerini icermektedir. Bu kimyasallara genel
olarak ‘sekonder metabolit’ ad1 verilmekte ve bitkisel liriinler ¢ogu kez bu baslik altinda
degerlendirilmektedir. Sekonder metabolitlerin say1 ve yapi itibart ile ¢ok biiytik cesitlilikte
uretilmeleri ylksek bitkilere has 6zelliklerden birisidir. Bu metabolitler daha ¢ok savunma,
korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesilleri slirdiirmek i¢in bitkiler tarafindan
gelistirilmis, olduk¢a karmasik mekanizmalarin iriinleri oldugu bilinmektedir (David,
1993).

Insanlar tarih boyunca bitkilerden farkli sekillerde yararlanmislardir. Diinyadaki tiim
kitalarda cesitli nedenlerden dolayr bitkilerin kullanildigina dair sayisiz tarihi belgeler
bulunmaktadir. Bundan altmis bin yil once yasamis olan Neandertal’lerin, bugin Irak
bolgesinde bulunan “hollyhock” bitkisini ¢esitli hastaliklarda kullandiklar1 kesfedilmistir.
Bitkilerin kaynatilarak suyundan faydalanilmis, farkli formlar1 acik yaralara lapa haline
getirilip striilmiis veya direk gida olarak tiiketilmistir. Elbette bu kullanim bi¢imi etken
madde olan sekonder iiriinden ¢ok, bitkinin kendisine veya degisik yollarla elde edilen
Oziitlerine dayanmaktadir. Bugiin de bitkilerle tedavi yontemleri pek ¢ok arastirmaya konu
olmakta ve Ozellikle gelismis iilkelerde alternatif tip adiyla tibbi bitkiler her gegen gun
onem kazanmaktadir (Cowan, 1999).

Tibbi ve aromatik bitkiler, hastaliklar1 6nlemek, saghigi siirdiirmek veya hastaliklar
iyilestirmek i¢in ilag olarak kullanilan bitkiler seklinde tanimlanmaktadir (Bayram ve ark.,
2010). T1bbi ve aromatik bitki ugucu yaglar1 bakteri, viriis, fungus, parazit ve insektisitlere
karst etkilidir. Ucucu yaglar ilag, kozmetik ve gida endiistrisinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Bakkali ve ark., 2008). Ugucu yaglarin ¢ok genis bir kullanim alanina
sahip olmasi birgok bilim adaminin dikkatini ¢ekmistir. Yapilan birgok arastirma

sonucunda kimyasal yapilart ve biyolojik aktiviteleri degerlendirilmis ve bu ozellikleri



uygulamaya konulmustur (Mouhssen, 2004). Ugucu yaglar bitkilerden elde edilen aromatik
bilesiklerdir. Ugucu yaglar bitkinin yaprak, gévde gibi 6zel hiicre veya hiicre gruplarinda
bulunmaktadir (Oussalah ve ark., 2007). Gliniimiizde bilinen yaklasik 3000 adet ucucu
yagin 300 tanesi ilag, gida, kozmetik ve parfiim gibi farkli endiistrilerde kullanilmaktadir.
Ozellikle baz1 bitkilerin ugucu yaglar1 tibbi dzellikler gdstermekte ve cesitli sistematik
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bakkali ve ark., 2008). Ayrica tedavi alaninda
son yillarda bitkilere olan ilginin artmasiyla, alternatif tedavi arayiglari, enfeksiyon
etkenlerine karsi antimikrobiyal etki gdsteren bitki ekstrelerinin destek tedavi olarak
kullanimimin yayginlagsmasi, bitkilerin daha fazla arastirilmasina sebep olmustur
(Nakipoglu ve ark., 1992).

Diinya genelinde hastaliklar1 tedavi etmede kullanilan pek ¢ok bitki tiirii mevcuttur.
Ekvator kusagindan kuzeyde Iskandinav iilkelerine kadar diinyanin farkli cografyalarinda
yayilis gosteren Hypericum tirleri de bunlardan birisidir (Crockett ve Robson, 2011). Bu
tiirler halk ilact olarak yiizyillardan bu yana sinir hastaliklari, adet kramplari, siyatik, eklem
iltithabt ve midevi rahatsizliklardan kaynaklanan agrilarin giderilmesinde ve bazi cilt
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Hypericum tirleri i¢erisinde en yaygin ve popiiler
olan1 halk arasinda ‘Sar1 Kantaron’ olarakta bilinen Hypericum perforatum L.’dur. Bu tur
son 30 yildan bu yana yogun olarak calisilmakta olup giiniimiizde bilhassa depresyon
tedavisinde kullanilmaktadir (Solomon ve ark., 2013).

Antik Caglardan beri H. perforatum’un yara iyilestirici, agr1 kesici, ditiretik
etkilerinden yararlanilmig ve zehirli 1sirmalara karsi halk arasinda kullanilmistir (Boon ve
Smith, 1999). Eski Yunan ve Roma zamanlarindan bu yana H. perforatum, akciger, barsak,
bobrek ve idrar yollarinin kronik hastaliklarinda, gece idrarin1 kagiran ¢ocuklarin
tedavisinde, yara ve yanik iyilesmesinde ve antimikrobiyal olarak halk arasinda kullanilmis
olan bir bitkidir (Duke, 1985).

Yurt disinda St. John’s wort olarak bilinen H. perforatum tizerinde yapilan ¢aligmalar
antidepressan, antimikrobiyal, antiviral aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Sari
kantaron Amerika’da ve Avrupa’da popiiler bitkisel {iriinler arasinda yer alip, 6zellikle orta
ve ileri derecede depresyon tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Ozkan ve ark.,
2013).



H. perforatum basta olmak tizere tiim Hypericum tiirleri son 30 yildir farmakolojik ve
kimyasal anlamda yogun olarak galisiimakta ve bu bitkinin tibbi amagli kullanim1 ve 6nemi
ile ilgili bilimsel calismalar her gegen giin artmaktadir (Cirak ve Kurt, 2014). Gunimuizde
ortaya c¢ikan antibiyotiklere karsi diren¢ sorunu ve tedavi amaciyla da kullanilan bitkilerin
daha yogun calisilmasini da beraberinde getirmektedir. Literatiirde sar1t kantorunun
antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcut olup, Sivas bolgesinden toplanan
sar1 kantaronun antimikrobiyal etkinligine dair herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamaistir.

Bu c¢alismada Hypericaceae familyasina ait olan H. perforatum ve H. scabrum
bitkilerinin gesitli mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hypericaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Hypericum ¢ok yaygin olan bir genustur. Saydam salgi sivisinda ugucu yag ve kirmizi veya
siyah sivisinda hiperisin igeren cali, otsu sekle sahip olan bitkilerdir. Yapraklar1 basit,
karsilikli ya da g¢evresel dizilis gosterir. Sepal ve petalleri 5 adet olup genellikle sari,
kirmizi damarli, serbest, tomurcuktayken burusuktur. Stamenleri ¢ok sayida ve birlesik
haldedir. Tohumlar endosperm icermez (Baytop, 1993; Robson, 1967).

Clusiaceae (Guttiferae) veya Hypericaceae familyasi ugucu yag ve regine igeren 35
kadar cins ve 400’den fazla tiire sahip bir familyadir. Bu familya 5 tane alt familyaya
ayrilir. Bu alt familyalar Bonnetioideae, Calophylloideae, Moronobeoideae, Clusioideae ve
Hypercoideae’dir. Ulkemizde bu familya 1 cins ve 100 civarinda taksonla temsil
edilmektedir (Baytop, 1999). Cins tyelerinin cografi bolgelerdeki yayilisi farklilik
gostermektedir (Guner ve ark., 2000). Avrupa, Asya, Avustralya ve Amerika’nin bir
kisminda bulunan Hypericum cinsinin Avrupa’da 10, Turkiye’de ise 89 tiirii yetismektedir.
Bunlarin 43’1 ise endemiktir (Baytop, 1999).

Hypericum L.’nin tiirkiyede en yaygin temsil edilen tiirleri, H. perforatum L. (sar1
kantaron), H. triggetrifolium, H. calycinum (Buyik c¢icekli binbirdelik otu), H.
empetrifolium Willd. (piiren, sar1 piiren), H. scabrum L. (mayasil otu, kepirotu), H.
tedrapetum Fries’dir (Baytop, 1974; Davis, 1988).

2.1.1 Hypericum perforatum L. sistematigi

Divisio: Spermatophyta

Subdivisio: Angiospermae

Clasis: Dicotyledoneae

Subclasis: Magnolipsida

Ordo: Theales

Familya: Cluciaceae (Hypericaceae, Guttiferae)

Genus: Hypericum perforatum (Kantaron otu, Binbirdelik otu) (Davis,1988).
Turkge’de: Binbirdelik otu, Sar1 kantaron, kan otu, yara otu, koyun kiran, kili¢ otu, pliren
Ingilizce’de: St. John’s Wort

Almanca’da: Johanniskraut

Fransizca’da: Millepertius (Baytop ve ark., 2003; Ustiin, 1998).



2.1.2 Hypericum perforatum L. ( Sar1 Kantaron)

Hypericum cinsi Clusiaceae familyasi ve Hypericaceae alt familyasina ait olan sari
kantaron olarak da bilinen H. perforatum cok yillik, sar1 renkte ¢i¢ekli bir bitkidir. Tiiysiiz,
dik, genellikle tabanda odunsu bir yapiya sahiptir. Yapraklar1 sapsiz, oval ve dogrusal olup,

yaprak yiizeyinde seffaf gézenek iceren ve bazen hiperisin bulunduran ya kirmiz1 ya da

siyah salgili, calilar veya otsu bitkiler icerir. Haziran’dan Eyliil’e kadar ¢icek acabilir
(Meral ve ark., 2002).

Resim 1: H. perforatum L. bitkisinin gorintdleri (Pesin, 2007).

Hypericum tiirlerinin  bitkisel tedavi edici olarak kullanimi ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Gliniimiizden 2400 yi1l Oncesine kadar yaralar1 iyilestirici olarak
kullanilmistir. Yunanli hekimler olan Galen ve Dioscorides, H. perforatum’u daha ¢ok ve
menstrual rahatsizliklar1 gidermede ve idrar soktiirlicli, yaralart tedavi edici olarak
tanimlamiglardir. Avrupa’da daha c¢ok St. John’s Wort (Aziz John bitkisi) olarak
bilinmektedir. Bitki 1s18a dogru tutuldugunda yapraklarmin file seklindeki delikli
gorinumd nedeniyle binbir delik otu, sikildiginda c¢iceginden kirmizi boya akmasi
nedeniyle de kan otu olarak halk arasinda yaygin bir bigimde kullanilmistir (Yesilada ve

ark., 1995). Hristiyanligin yayilisi ile birlikte bitki Miislimanlarin Hz. Yahya olarak bildigi



Saint John Baptist ile iligkilendirilmistir. Hz. Yahya Kuran-1 Kerimde isimi yer alan
peygamberlerdendir. Tipki Hz. isa gibi mucizevi bir sekilde dogmustur ve onu kendinden
sonra gelecek peygamber olarak miijdelemistir. Bu sebeple Hristiyanlarca kutsal bir kisi
olarak kabul gormektedir. inamsa gore; kantaron ilk defa onun dogum giiniinde ¢icek
acmustir. St. John giinii adiyla her sene kutlanan bu giin ¢iceklenmenin en yogun oldugu 24
Hazirana rastlamaktadir. Sar1 kantaronun gigeklerinde yogun olarak bulunan kirmizi renkli
stvinin Hz. Yahya‘nin kani olduguna inanilmaktadir. Birgok mistik ve kutsal dzellikler bu
bitkiye isnat edilmistir. Bu sebeple insanlar, ruhlarimi1 seytanlardan korumak igin sari
kantaron otunu kullanmislardir. Kantaron hala Hristiyan aleminde kutsal bir bitki olarak
taninmaktadir (Gerard, 1597). Bir diger rivayette ise hacgh seferleri sirasinda yaralanan St.
John sovalyelerinin yaralarinin tedavisi bu bitki ile yapildigindan bu ismi aldig1 seklindedir
(Ustiin, 1998).

Bitki cografyas1 bakimindan Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan gibi ti¢ ana bitki
cografyast bolgesinin Tiirkiye iizerinde bir arada olmasi ve diinyanin en 6nemli iki gen
merkezinin ¢akistig1 bir yorede bulunmasi Tiirkiye’de ¢ok zengin bir bitkisel gesitlilige
neden olmustur. Tiirkiye'de bulunan bitki tiir ve alttlirlerinin 3200 kadarin1 yani yaklasik
olarak % 30' unu endemik bitkilerin olusturdugu bilinmektedir (Ayanoglu ve ark., 1999).
Hypericum cinsi, genellikle Iran-Turan ve Akdeniz fitocografik bolgesinde yayilis
gostermektedir. Hypericum cinsinin ait oldugu Hypericaceae familyasi iiyelerine ait bitkiler
ucucu yag icermekte olup, hiperisin adli flavonoidi igeren bazen de kirmizi veya siyah
bezlere sahip ¢ali ya da otlardir (Davis, 1965).

H. perforatum, Tiirkiye’de ve Avrupa’da yaygin yetisen bir bitkidir. Diinya’da daha
cok Avrupa’da, Bat1i Asya’da ve Kuzey Afrika’da yaygin olarak bulunurken, Avustralya,
Yeni Zelanda, Giiney Afrika ve diinyanin diger sicak bolgelerinde yabanci ot olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Walker ve ark., 2001; Campbell ve Delfosse, 1984). Tlrkiye’de bu
bitki Marmara, Ege, Akdeniz, Karadeniz, Orta ve Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde yetismekte olup daha ¢ok Toroslar ve Civarinda rastlanmaktadir (Davis, 1967,
Guner ve ark., 2000; Yesilada, 1995).

H. perforatum, deniz seviyesinden 2500 m yukseklikte orta derecede nemli
bolgelerde dogal yayilis gosterir (Davis, 1967). Tropikal ve iliman iklim bolgeleri boyunca
bu bitki daha ¢ok; kayalik yerlerde, kalker tash toprakta, yol ve orman kenarinda, ¢imenli



nehir alanlarinda, bataklik ve sahillerde, ¢ayirda, ekim yapilmayan tarlalarda, bos alanlarda,
yazi kurak, kisi nemli olan bolgelerde rastlanir (Kagar ve Azkan, 2005; Abrahamson ve
ark., 1970; Adams, 1977).

H. perforatum daha cok yetistigi bolgeye gore: “Kantaron, kantaron cayi, sari
kantaron, kantaryon, saricayiiz, kantiil, kesik otu, mide otu, kalp otu, kan otu, kili¢c otu,
koyunkiran, kuzukiran, mayasil otu, yara otu” olarak adlandirilmistir. Tedavi amaciyla
kullanilmakta olan diger bir tir H. calycinum L. “blylk cicekli binbirdelik otu”; H.
empetrifolium Willd. “sar1 piiren” ve H. scabrum L. ise “mayasil otu, kepir otu” adlariya
bilinmektedir (Sanchez-Mateo ve ark., 2006).

Dinyada en fazla antidepresan ozelligi ile dikkat ¢eken bitkiler arasinda H.
perforatum yer almaktadir. Ozellikle Birlesik Devletlerde Hypericum preperatlari,
depresyon tedavisinde en sik kullanilan antidepressanlart olusturmaktadir. Bu bitkinin ticari
eksraktlarinin  antidepresan ilag olarak kullanimi ise olduk¢a yaygindir. Ornegin;
Almanya’da kullanilan yillik drog miktarinin 600 ton oldugu belirtilmistir (Plescher ve
Frobus, 1995). Bitkiden hazirlanan farkli formlardaki antidepresif farmakolojik iiriinlerin
yillik satis degerinin Avrupa pazarlarinda 100 milyon dolar1 ABD‘de ise 500 milyon dolar1
astig1; diinya genelinde ise 1 milyar dolara yaklastigi belirtilmektedir. Hypericum tirlerinin
standart antidepressan ilaglarin yerine ikame olarak depresyon tedavisinin maliyetini
onemli 6l¢iide diistirdiigii belirtilmektedir (Solomon ve ark., 2013).

Yapilan galismalarda sar1 kantaron bitkisinin drogunda %0.1-0.3 oraninda dianthron
(hiperisin pseudohypericin ve hiperisine benzer maddeler), flavonoit, %3 hiperforin, %0.2-
1 ucucu yag ve tanenli maddeler igerdigi bulunmustur. Sar1 kantaron bitkisinin hem
tiretiminde hemde florasindan alinan bu hammaddelerin belirli kalitedeki degerlere sahip
olmasi istenmektedir (Wichtl, 1986; Berger ve ark., 1996; Bomme, 1997).

Amerika ve Almanya’da tibbi bitkiler icerisinde biiylik bir 6neme sahip olan bu
bitkinin ithalat ve ihracat konusunda katki pay bityiiktiir (Griinwald, 1999). Ulkemizde de
dogal florada yaygin olarak yetisen sar1 kantaron hem kendi i¢ piyasamizda kullanilmakta
hem de ihra¢ edilmektedir. Ornegin; Karadeniz Bélgesi'nde H. perforatum tiirii ve benzer
diger tiirleri dogadan toplanip yurti¢i ve yurtdisi pazarlara satilmaktadir (Cirak ve ark.,
2004). Aynm1 zamanda iilkemizde ithal edilmesine izin verilen ve igeriginde sar1 kantaron

tasiyan hazir preparatlarda bulunmaktadir (Ozgelikay ve ark., 1997).



Sar1 kantaron bitkisinin igerdigi etken maddelerden en 6nemlisi hyperisindir.
Hyperisinin drogdaki miktar1 genotipine, hasatin zamanina ve bi¢im yliksekligine bagl
olarak degisiklik gostermektedir (Bomme, 1997; Braunewell, 1991; Dehe, 1993). Diger
yardimei1 olan kimyasal bilesenler; hyperforin, hyperisin ve flavonoid grubundan hyperozid,
isoquersitrin, rutin ve epikatesin yer almaktadir (Maisenbacher ve ark., 1992). Ayrica
kirmiz1 renkteki sivi hiperisin ve igerigindeki diger etken maddeler sebebiyle bitki fazla
tiketildiginde tiiysiiz ve agik renkli cilt yiizeylerinde 1s18a kars1 duyarlilik meydana getirir.
Hiperisinin neden oldugu bu duyarlilik 6zellikle kiiciikbas hayvanlarda her yil ciddi
zehirlenmelere sebep olur bu ylizden Hypericum tiirleri halk arasinda kuzu kiran olarakta
adlandirilmistir. Hiperisin maddesi sadece bu siyah bezeleri tasiyan tiirlerde bulunmaktadir
(Uzun, 2009).

Diinya’daki sar1 kantaron bitkisinin tarimsal o6zelliklerini belirleme ¢aligsmalari
yaninda, 1slah aragtirmalar1 da yapilmis olup 6zellikle Almanya, Polonya, Slovakya gibi
tilkelerde birgok kantaron ¢esidi gelistirilerek tescil ettirilmistir (Pank ve Heine, 1998;
Dachler ve Pelzmann, 1999).

Tarihi donemlerden bu yana H. perforatum’un yara ve yaniklarin iyilestirilmesi
lizerindeki asil etkisi birgok arastirmacinin merak konusu olmustur. Ornegin; Amerikali
eczaci Griffith 1847 yilinda yaptigi ¢alismalar sonucunda H. perforatum‘un yagimnin iilser
ve kanser tedavisinde dahili ve harici olarak kullanilabilece§ini aym1 zamanda bitkinin
diiiretik etkili oldugunu saptamistir (Griffith, 1847). Roma imparatoru Neron‘un
ordularinda doktor olarak gorev yapan tinli hekim Dioskorides ise H. perforatum yagin
siyatik agrilar ve yaniklarin tedavisinde, dekoksiyonunu ise kadinlarda adetin tesvik
edilmesi ve adet sancilarin azaltilmasi i¢in Onermistir (Gunther, 1968). Ayrica H.
perforatum’un ¢igekli kisimlarindan elde edilen su karisimi iirogenital enflamasyon,
diabetes mellitus, noralji, kalp rahatsizliklari, gastrit, hemoroid ve peptik Ulser gibi pek ¢ok
rahatsizlilar tedavi etmede kullanilmaktadir. TUrkiye’deki geleneksel kullanimi daha ¢ok
yag karisimi iizerinedir. Yag karigimu ile ilgili kullaniminin daha yaygin oldugunu belirten
calismalar da yapilmistir (Yesilada, 1995). Turkiye’deki geleneksel kullanimi zeytinyagi
igerisine bu bitkinin ¢i¢eklerinin katilarak giineste bekletilmesiyle elde edilen karisim yara

iyilestirici olarak haricen uygulandigi belirtilmistir (Mukherjee ve ark., 2000).



H. perforatum’un ayrica; antitimor, antiviral, antibakteriyal, antiinflamatuar
analjezik ve hepatoprotektif gibi etkileri de bulunmaktadir (Colasanti ve ark., 2000;
Cubuklu ve ark., 2002; Herakman, 1996; Reichling ve ark., 2001; Tang ve ark., 1990;
Onder, 1995).

H. perforatum gigekleri bitkinin u¢ kisimlarinda demet halinde agmakta ve genellikle
ciceklerin actigi donemde veya hemen Oncesinde toplanmaktadir. Toplanan bitkinin aktif
bilesen yapilarinin degredasyonunu onlemek i¢in hizli bir sekilde kurutma islemi
gergeklestirilir. Bitkinin geleneksel olarak tedavide kullanilan kismi kurutulan ¢igekleri,
yapraklari ve u¢ kisimlarindan olusmaktadir (Medina ve ark., 2006).

H. perforatum’un disinda Hypericaceae ailesinden olan farkli tiirlerde tedavi edici
ozelligi ile Avrupa’da da yara iyilestirici olarak kullanilmustir. Ornegin; Hindistan’da H.
patulum ve H. hookerianum yine bu amagla kullanilan tiirler arasindadir. Mukherjee ve
arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada ratlarda insizyonel ve eksizyonel methanol ekstresini
hazirlayarak H. hookerianum’un yara iyilesmesi lizerine etkisi arastirmislardir. Buna gore
yara kontraksiyonunda, doku rejenerasyonunda ve epitelizasyon kapasitesinde artis
gozlenip ve aym etkiyi H. patulum (zerinde de calisilarak ayni sonuca ulagsmislardir
(Mukherjee, 2000). Siintar ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada geleneksel kullanimda yer
almayan H.scabrum’un yara iyilesmesi iizerine etkisinin olmadig1r belirtilmistir.
Hipericaceae ailesinin yara iyilestirici etkisinin yalnizca belirli tiirlerine 6zgii oldugu
bulunmustur (Stntar ve ark., 2010).

2.1.3 Hypericum scabrum L. sistematigi
Divisio: Spermatophyta

Subdivisio: Angiospermae

Clasis: Dicotyledoneae

Subclasis: Magnolipsida

Ordo: Theales

Familya: Cluciaceae (Hypericaceae, Guttiferae)

Genus: Hypericum scabrum (Mayasil otu, Kepir otu) (Davis, 1988).



2.1.4 Hypericum scabrum L. (Mayasil otu, Kepir otu)

Cok yillik, otsu bir bitkidir. Cigekleri oldukca gdsterisli ve sar1 renktedir. Ayrica kirmizi
renkte bezler igerir. Boyu 40-50 cm kadar olup daha g¢ok kayalik tepelerde, orman
acikliklarinda, steplerde yetismekte olup Mayis-Agustos aylarinda ¢igek agmaktadir.

Resim 2: H. scabrum bitkisinin gorintisi (Pesin, 2007).

H. scabrum ile yapilan ¢aligmalarda ¢igekli kismindan hazirlanan % 1’ lik infiizyon
Kayseri ve Yozgat bolgesinde basura karsi ve kabizhigi giderici olarak kullanilmistir
(Baytop, 1999; Sezik, 2001). Ozbekistan’da da geleneksel olarak kullanilan bu tibbi bitki
mesane, bagirsak ve kalp rahatsizliklarinin tedavisinde, romatizma ve sistite karsi
kullanilmigtir (Tanaka, 2004).

2.2 Ucucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan ¢ogunlukla su veya buhar distilasyonu
yontemleri ile elde edilen, kendilerine has koku, tat, renk ve goriiniise sahip ¢ok sayida
bilesenden olusan karigimlara ugucu yag denilmektedir. Oda 1sisinda sivi halde bulunurken
hava ile temas halinde kolaylikla buharlagabilmektedirler. Ugucu yaglarin ¢ogu sudan hafif
olduklarindan dolayr su ile karismaz ve suyun fiizerinde toplanmaktadir. Buna karsin
bilesimindeki oksijenli bilesimlerin bir kismi suda ¢6ziinme Ozelligine sahiptir. Bu
Ozelliklerine sayesinde aromatik su karisimlari hazirlanabilmektedir (Seving ve ark., 1995).

Ugucu yaglar bitkilerin oncelikli olarak ¢icek ve yapraklart olmak iizere kabuk,

kok, odun, meyve ve tohum gibi birgok organinda da bulunabilmektedirler. Bazen bitkinin

10



tiim dokularinda, bazen ise sadece 6zel organ ve dokularinda olugsmaktadirlar. Ugucu yaglar
bitkinin bagli oldugu familyaya gore belirli oranlarda salg: tiiylerinde, salgi kanallarinda,
salg1 hiicrelerinde ve salg1 ceplerinde bulunmaktadirlar (Iscan, 2002).

Yaklasik olarak 1500 civarinda esansiyel yag gilinlimiizde bilinmekte ve bunlarin da
yaklasik 300 tanesinin farkli endiistriler i¢in ticari 6nemi oldugu belirtilmektedir (Jayasena,
2013). Ugucu yaglarin bakteri ve kiif gibi ¢esitli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
etki gostermesi yaninda aromatik koku ozellikleri sebebiyle gidalarin korunmasinda ve
sakinlestirici, agr1 kesici, antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay1 tipta da kullanilmaktadirlar
(Bakkali ve ark., 2008). FDA (Food and Drug Administration) tarafindan kolay
ayristirilabilir, ¢cevre dostu olmalari ve sitotoksik olmamalar: sebebiyle ¢ogunlugu GRAS
(Generally Recognized as Safe) statiisiinde yer alan esansiyel yaglara karsi son yillarda
artan bir talep vardir (Cabral ve ark., 2013; Holley ve ark., 2005).

Ucucu yaglar bitkide herhangi bir biyolojik olaya katilmadiklari i¢in bu
maddelerin bitkide hangi sebeple olustugu tam olarak bilinmemektedir. Bitkinin artik
metabolizma tirlinlerinin atilmasinda rol oynadiklar1 ve ayn1 zamanda yaralanmalara karsi
meydana gelen recineyi ¢ozebilme yetenegine sahip olduklar1 bilinmektedir. Yapilan bir
dizi arastirmanin sonucu olarak yaydiklari yogun kokulari sayesinde bdceklerin ilgisini
cekerek tozlagsmaya yardimcei oldugu ya da bu olayin tam tersi bir etki ile zararli bocekleri
bitkiden uzaklastirarak bitkiyi korumada yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica ugucu
yag iceren bitkilerin cogunlukla sicak iklimlerde yetismesinden dolay1 ugucu yagin bitkinin
tizerindeki havay1 baglayarak su kaybini en aza indirdigi diistiniilmektedir (Ewans, 1996).

Tibbi ve aromatik bitkilerin 6nemi igerigindeki etken maddelerdedir. Tibbi bitki
icerisindeki etken madde miktar1 ve bilesenleri hasat zamanina, hasat sekline, hasat
sonrasinda uygulanan kurutma islemine, temizleme ve muhafaza islemlerine baglidir
(Ozhatay ve ark., 1997; Ozgiiven ve ark., 2005).

Tiirkiye’de net istatistiki rakamlar olmamakla birlikte, binin tizerinde tiir tibbi
ve aromatik bitki olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde tibbi olarak kullanilan bitkilerin 500
civarinda bir sayida oldugu bunun 350 kadar bir kisminin i¢ pazarda degerlendirildigi ve

ihracat amaciyla kullanildig1 bilinmektedir (Ipek, 2007).
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2.3 Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri
Ugucu yag eldesinde kullanilan 3 temel yontem vardir. Bunlar; destilasyon, ekstraksiyon ve

sogukta sikma yontemleridir (Kilig, 2008).

2.3.1 Destilasyon Yontemi

Destilasyon, sivilarin kaynama noktalarindaki farklardan yararlanilarak gergeklestirilen bir
ayirma iglemidir. Bu yontem ile elde edilen ugucu yaglar yiksek oranda kaynama noktasi
diisiik bilesikler, az miktarda da kaynama noktasi yiiksek ve suda ¢oziinen bilesikler
icermektedir. Destilasyon yontemleri, su destilasyonu, buhar destilasyonu ve vakum
destilasyonu olmak tizere 3’e ayrilmaktadir (Kilig, 2008).

2.3.1.1 Su Destilasyonu (Hydrodistillation - HD)

Ugucu bilesiklerin eldesinde geleneksel bir yontem olan ve kucik Olgekli tretimlerde
Clevenger tipi bir aparat yaygin olarak kullanilmaktadir. Endustriyel uygulamalarda ise
biylk destilasyon kazanlarinda gergeklestirilmektedir. Yontemin esasi; sogutucu ile temas
ettirilen bir cam balon igerisinde su ve bitki materyali karistminin 2-8 saat sire ile
kaynatilarak, su buhar1 ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin sogutucuda
yogunlagtirilip sudan ayrigtirilmasi islemi yapilmaktadir. Elde edilen ugucu yag miktari

volumetrik olarak ifade edilmektedir (Linskens ve ark., 1997b).

2.3.1.2 Buhar Destilasyonu (Steam Distillation)

Buhar destilasyonu yonteminde cam balon igerisine yerlestirilen taze bitki materyaline
uygulanan basingli buhar, yag damlaciklarin1 beraberinde siiriikleyerek toplama kabina
getirildikten sonra, yag burada yogunlastirilarak sudan ayrigtirllmaktadir (Linskens ve
Jackson, 1997b).

2.3.1.3 Vakum Destilasyonu (Vacuum Distillation-VD)

Kaynama noktalar1 yiiksek olan bilesikleri elde etmek icin sicakligr artirmak yerine basinci
diisiirmek daha etkili bir yontemdir. Basing bilesigin buhar basincinin altina indirilirse,
kaynama ve destilasyon islemi baglamaktadir (Kilig, 2008).

2.3.2 Ekstraksiyon Yontemi

Bir bagka ayrigtirma yontemi de ekstraksiyondur. Ekstraksiyon islemini geleneksel ve yeni
metotlar olmak tizere iki gruba ayirilmaktadir. Sokselet ekstraksiyonu ve maserasyon islem
siresi oldukca uzun olan geleneksel bir yontemdir. Cevreyi blyilk oranda kirleten ¢dziici

kimyasallar kullanilmaktadir. Siiperkritik sivi ekstraksiyonu ve mikrodalga ekstraksiyonu
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ise son zamanlarda uygulanmaya baslanan islem siiresi kisa, etkili ve giincel yontemler
arasindadir (Moyler, 1993).

2.3.2.1 Cozuclu Ekstraksiyonu (Solvent Extraction)

Geleneksel ekstraksiyon yontemi olup bitki materyali, direkt olarak oda sicakliginda
¢Oziiclinilin icerisine daldirilabilecegi gibi bir sokselet cihazi icerisinde organik bir ¢oziicii
ile de kaynatilabilmektedir. Ekstraksiyon sonunda, organik ¢oziicii destilasyon ile ortamdan
uzaklastirilarak geri kazanilmaktadir. Kalan yagsi kisim igerisinde ise ugucu bilesikler

bulunmaktadir (Linskens ve Jackson, 1997D).

2.3.2.2 Siiperkritik Sivi Ekstraksiyonu (Supercritical fluid extraction-SFE)

Dogal iiriinlerin organik ¢oziiciilerle elde edilmesi hem cevresel hem de saglik agisindan
son yillarda pek kabul gérmeyen bir olgu haline gelmistir. Bu olumsuzluklar sonucunda
daha az ¢6ziicli harcayan, ekstraksiyon siiresi daha kisa olan ve normal kosullarda yiiksek
sicaklikta ¢oziinen bilesikleri ayristirma 6zelligi ile stiperkritik sivi ekstraksiyonu daha ¢ok

ilgi cekmektedir (Yamani ve ark., 2007).

2.3.2.3 Mikrodalgayla Ekstraksiyonu (Microwave-assisted Extraction)

Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyonda iki farkli sistem uygulanabilmektedir. En yaygin
sistem, sicaklik ve basing¢ kontrol halinde tutulan kapali bir kap igerisinde yapilan kapali
sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing altinda agik kap igerisinde

gerceklestirilmektedir (Beejmohun ve ark., 2007).
2.3.3 Sogukta Sikma (Mekanik Yodntem)

Bazi turunggillerin kabugundaki petallerde bulunan ucucu bilesikler destilasyon yontemi
uygulandiginda 1sinin etkisiyle igerigindeki bilesiklerin yapisi bozulmaktadir. Bu gibi
meyvelerin kabuklar1 bez bir torbaya konularak soguk hidrolik preslerde sikilarak ugucu
yaglar1 elde edilebilmektedir (Ceylan, 1983).
2.4 Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Ucucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili birgok bilimsel ¢alisma bulunmaktadir.
Bu yaglar, farkli bilesenleri i¢eren kompleks karisimlar olduklarindan, etki dereceleri
icerdikleri aktif maddelerin gesit ve miktarina bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Yapilan g¢alismalarda etki mekanizmalarimin yaglarin lipofilik &zellikleri ve kimyasal
yapilariyla ilgili oldugu g6zlenmektedir. (Farag ve ark.,1989).
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Arastirmacilara gore, dogal bilesikler hiicrelerde dogrudan ya da dolayli olarak
hiicrelerin biyokimyasal siireclerini etkilemekte, fizikokimyasal biitiinliigiinii bozmaktadir.
Ozellikle hidrofobik yapida olan terpenler, hiicre duvar ile etkilesime girerek hiicre duvar
biitiinliiglinii bozar. Terpenlerin hidrofobik 6zelligi; hiicre duvarindaki lipitler ile bir araya
gelerek zarin gegirgenliginin artmasina neden olmaktadir (Sikkema ve ark., 1995).

Esansiyel yaglar Gram (-) ve Gram (+) bakteriler dahil bircok mikroorganizma
tizerine antibakteriyel aktivite gostermektedir. Ornegin esansiyel yag bilesenlerinden
Karvakrol ve timol, bakteri membranini parc¢alayarak membranla ilgili materyallerin hiicre
disina ¢ikmasini saglarken, terpenoidler ve fenilpropanoidlerin ise lipofilik 6zellikleri
sayesinde bakteri duvarini gecerek hiicrenin daha i¢ kisimlarina ulastiklari bildirilmistir
(Halendar, 1998).

Ugucu yaglarin antimikrobiyal o6zellikleri, yagin konsantrasyonuna, bilesenlerine,
bilesenlerinin yapisal 6zelliklerine, konfigilirasyonlarina, yan gruplarina ve bu bilesenlerin
birbirleriyle olan etkilesimine bagl olarak degismektedir. Fenolik bilesikler olarak bilinen
karvakrol, eugenol ve timol bilesenlerinin antimikrobiyal aktivite agisindan daha etkilidir.
Bu smifin iiyelerinin hem bakteriyosidal hem de bakteriyostatik ajanlar oldugu

belirtilmektedir. (Dorman ve Deans, 2000).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 Cahsmada Kullamlan Aletler ve Cihazlar

Calismamizda asagida belirtilen alet ve cihazlar kullanilmistir.
1. Biyogiivenlik Kabini Sinif II (ESCO Class II BSC)
2.Hassas terazi (RADWAG Wagi Electroniczne AS 220.R2)
3.0toklav
4.Etiv (Nuve EN500)
5. Santifurgj
6. Vorteks (Benchmark)
7.Isitmali manyetik karistiric
8.Clevenger tipi distilasyon diizenegi ( ildam)
9.McFarland Cihazi
10. Otomatik mikropipetler (10-100ul, 100-1000pul)
11. Derin dondurucu (-20°C)
12. Mikroskop (Olympus)

3.2 Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

1.Kanl agar (Oxoid)
2.MHB (Mueller-Hinton Broth) (Merck)
3.MHA (Mueller-Hinton Agar ) ( Merck)
4. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Neogen)
5.Saboraud Dextrose Broth (BHI) (Oxoid)
6. Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck)
7. TWEEN-80 (Merck)
8. Streptomycin (Oxoid)
9. Gentamycin (Oxoid)
10. Nystatin (Oxoid)
11. Alkol (% 96’11k)
12. Gram boyama seti
13. TTC (Merck)
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3.3 Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Tiplendirilmesi
Arastirmada kullanilan H. perforatum ve H. scabrum o6rnekleri 2017 yilinin Haziran
aymnda bitkilerin ciceklenme doénemlerinde toplandi. Tiir teshisi Sivas Cumhuriyet
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim iiyelerinden Dr. Ogretim Uyesi Erol
DONMEZ tarafindan yapildi. Tiir teshisi yapilan bitki ornekleri Sivas Cumhuriyet
Universitesi Herbaryumunda (CUFH-Voucher No: ED 9912) saklanmaktadir. Toplanan
bitki ornekleri golge bir alanda oda kosullarinda, giines 1s1gina maruz birakilmaksizin
kurutuldu. Bitkilerin alindig1 lokaliteler ve donemler asagida belirtilmistir.
1. Hypericum perforatum L. B6 Sivas: Merkez Bolge Trafik Civari, 1400 m,
E. DONMEZ(18031) & ( M.SUSAMIS), 28.06.2017
2. Hypericum scabrum L. B6 Sivas: Merkez Kardesler Tepesi, 1500 m, E.
DONMEZ(18032) & (M. SUSAMIS), 28.06.2017

3.3.1 Bitki Orneklerinden Ugucu Yag Elde Edilmesi

Sivas ilinde iki farkli lokaliteden bitkilerin ciceklenme déneminde toplanan H. perforatum
ve H. scabrum’un toprak iistii organlarindan ugucu yaglari elde edildi Bitki 6rneklerinden
ugucu yagin elde edilmesi isleminde Clevenger cihazi kullanildi. Bu amagla ugucu yaglarin
eldesi igin 50 gr bitki 6rnegi hassas terazide tartilarak balon joje igerisine aktarildi. Bitki
materyali su ile birlikte distilasyon kab1 igerisine konuldu. Suyun kaynatilmasiyla olusan
bubhar, sogutucu yiizeyde yogunlastirilmasi saglandi. Su Uzerinde toplanan ugucu yag
mikropipet yardimi ile alinarak steril Eppendorf tiiplerine aktarildi. Ugucu yag: elde edilen
bitkiler, deneyde kullanilmak {izere buzdolabinda (+4°C’de) muhafaza edildi.

3.3.2 Gaz Kromotografisi Kutle Spektrometresi (GC-MS ) Analizi

H. perforatum ve H. scabrum bitkilerinin ugucu yaglarmin kimyasal bilesenleri Gaz
Kromotografisi Kutle Spektrometresi (GC/MS) analizi ve HPLC analizi ile Ankara
Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisiinde Uzm Dr. Niliifer VURAL tarafindan rapor edildi
(BITAUM, 06100 Ankara, Turkey, 10-15 Kasim 2017).

GC / MS analizleri, CP-3800 gaz kromatografi cihazinda yapilmistir. DB-5 kapiller
stitun (30 m x 0.25 mm; kaplama kalinlig1 0.25 um) ile donatilmis varian ve varian saturn
2000 iyon kiitle detektorii ile yapilmistir. Analiz su sekilde siralanarak uygulanmistir;
sirastyla enjektor ve transfer hatt1 sicakliklar1 220 - 240 °C arasinda ve firin sicakligi da 60

°C - 240 °C arasinda programlanmistir ve her 3 °C’de, 1 ml tasiyic1 helyum gazi, 0.2 pl
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enjeksiyon (%10 hexane ¢ozeltisi), ayrilma orani (1:30) ile uygulanmistir. Bilinen yaglarin
ve MS literatiir verilerinin saf maddelerinden ve bilesenlerinden elde edilen bilesenlerin
tamimlanmasi, tutma siirelerinin gergek Orneklerle karsilastirilmasia, n-hidrokarbon
serisine gore dogrusal tutma endekslerinin karsilastirilmasina ve ticari ve ev yapimi kiitle
spektrumlar ile karsilagtirilmasi iglemleri bilgisayar eslesmesi ile yapilmistir. Ayrica,
tanimlanmig tim maddelerin molekiiler agirliklari, Cl-iyonlastirict olarak MeOH
kullanilarak GC / CIMS ile dogrulanmistir (Adams, 1995; Davies, 1990; Jennings ve ark.,
1980; Massada, 1976; Stenhagen ve ark., 1974; Swigar and Silverstein, 1981).

3.4 Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Arastirilmasi

3.4.1 Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar

H. perforatum ve H. scabrum bitkilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasinda

asagida isimleri ve numaralari belirtilen mikroorganizmalar kullanildi.
= Escherichia coli (ATCC 25922)
= Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)

Bacillus cereus (ATCC 11778)

Enterecoccus faecalis (ATCC 29212)

Candida albicans (ATCC 10231)

= Candida tropicalis (DSM 11953).

3.4.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.4.2.1 Mueller- Hinton Agarin Hazirlanmasi

Toz haldeki Mueller Hinton Agar’dan hassas terazide 19 gram tartildi ve 1000 ml hacimli
otoklav sisesine aktarildi. Uzerine 500 ml distile su eklendi. Agarin daha hizli ¢dziinmesi
icin manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 121°C sicaklikta
15 dakika sterilize edildi. Besiyeri 50-55°C’ye kadar sogumast beklendi ve 90 cm ¢aplt
Petri plaklarina bek alevi yaninda 20’ser ml aktarildi. Besiyerleri oda 1sisinda bir gece

bekletildikten sonra ¢alismada kullanildi.

3.4.2.2 Mueller-Hinton Broth Besiyerinin Hazirlanmasi
Toz haldeki Muller Hinton Broth’tan hassas terazide 10 gram tartildi ve 1000 ml hacimli

otoklav sisesine aktarildi. Uzerine 500 ml distile su eklendi. Manyetik karistirict yardima ile
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lyice ¢Ozdurildi. Otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildi. Besiyerinin

sogumasi beklendi ve galisma yapilincaya kadar buzdolabinda saklandi.

3.4.2.3 Saboraut-Dextroz Agarin Hazirlanmasi

Toz haldeki Saboraut-Dextroz Agar’dan hassas terazide 32 gram tartildi ve 1000 ml hacimli
otoklav sisesine aktarildi. Uzerine 500 ml distile su eklendi. Agarin daha hizli ¢dziinmesi
i¢cin manyetik karistiricida iyice ¢6ziinmesi saglandi. Otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika
sterilize edildi. Besiyeri 50-55°C’ye kadar sogumasi beklendi. 90 cm ¢apli Petri plaklarina
bek alevi yaninda 20’ser ml aktarildi. Besiyerleri oda 1sisinda bir gece bekletildikten sonra

calismada kullanildi.

3.4.2.4 Kanh Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz haldeki Blood Agar’dan hassas terazide 20 gram tartildi ve 1000 ml hacimli otoklav
sisesine aktarildi. Uzerine 500 ml distile su eklendi. Agarin daha hizli ¢dziinmesi icin
manyetik karistiricida iyice ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika
sterilize edilen besiyerinin 50-55°C’ye kadar sogumasi beklendi. 90 cm c¢apli Petri
plaklarina bek alevi yaninda 20’ser ml aktarildi. Besiyerleri oda 1sisinda bir gece
bekletildikten sonra ¢calismada kullanildi.

3.4.2.5 Saboraut-Dextroz Broth Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz haldeki Saboraut-Dextroz Broth’dan hassas terazide 32 gram tartildi ve 1000 ml
hacimli otoklav sisesine aktarildi. Uzerine 500 ml distile su eklendi. Manyetik karistiricida
lyice ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildi.

Besiyerinin sogumasi beklendi ve ¢aligma yapilincaya kadar buzdolabinda saklandi.
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Resim 3: Besiyerlerinin hazirlanmasi

3.4.3 Bakteri ve Mantar Suslarimin Canlandirilmasi
Giserollti Buyyon (% 16) icerisinde -20 T derin dondurucuda saklanan bakteri ve mantar
suglart derin dondurucudan c¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziinmeleri saglandi. Bakteri ve
mantar suglar1 bek alevi yaninda 6ze yardimiyla alinarak kanli agar besiyerine aktarildi.
Ekim yapilan besiyerleri 37 ‘C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bakteri ve
mantar suslarinin kanli besiyerinde tredikleri gézlendi.

3.5 Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Arastirilmasi
H. perforatum ve H. scabrum ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesinin tayininde Disk
Difuizyon (Kirby- Bauer) ve Mikrodiliisyon Broth yontemleri kullanildi.

3.5.1 Disk Difuzyon (Kirby-Bauer ) Yontemi
H. perforatum ve H. scabrum ugucu yaglarindan 100 mg/ml’lik (%50°lik DMSO + %0,5
Tween80) stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden steril distile su yardimiyla 50 mg/ml, 25
mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml’lik calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Stok ¢ozelti ve cgalisma
cozeltilerinden otomatik pipet ile 10 pl alinarak steril 6 mm’lik bos disklere (Oxoid,
Basingstoke, UK) emdirildi.

Kanli agar besiyerinde iiremis olan bakteri ve mantar suslari igerisinde 2 ml serum
fizyolojik bulunan steril cam tlplere 6ze ile alinarak McFarland 0.5 bulanikliginda
mikroorganizma siispansiyonu hazirlandi. Mueller- Hinton Agar (Merck) ve Sabouraud
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Dextrose Agar (Neogen) yiizeyine, 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteri ve maya
solusyonlarindan steril ekiivyon gubuk yardimiyla ekimi yapildi. Besiyeri yizeylerinin
kurumasi i¢in 15 dakika beklendikten sonra ugucu yag emdirilen diskler, agar yiizeyine
aralarinda 1-1,5 mm Kkalacak sekilde yerlestirildi. Yaglarin besiyerine daha iyi difuze
olabilmesi i¢in 30 dakika beklenildi.

Calismada pozitif kontrol amaciyla Streptomycin, Gentamycin, Nystatin standart
antibiyotik diskleri (10ul), negatif kontrol amaciyla steril fizyolojik su ve DMSO
emdirilmis diskler kullanildi. Petri plaklar1 37 + °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda besiyeri lizerinde olusan inhibisyon zonlar1 6l¢ildi (CLSI, 2012).

3.5.2 Mikrodiliisyon Broth Yontemi

Deney i¢in U tabanli 96” lik mikrotitre plaklart kullanilmistir. H. perforatum ve H. scabrum
ucucu yaglar1 2 ml hacimli steril ependorf tlp igerisinde 100 mg/ml olacak sekilde DMSO
ve % 0.5 Tween 80 yardimi ile ¢ozdiiriildi. Kuyucuklarin ilk sirasina 90 pl, diger
kuyucuklara ise 50 pl besiyeri eklendi. Bakteriler icin MHB, mayalar igin SDB kullanildi.
Mikrotitre plaklarinin ilk sirasina 10 ul esansiyel yag (100 mg/ml) eklendi. Mikropipet
yardimu ile pipetaj yapilarak iyice karismasi saglandi. ilk siradan alinan 50 pl karisim ikinci
sira lizerine aktarilarak iki katli seri sulandirim yapildi. Diger kuyucuklarda da ayni islem
tekrar edildi. Plagin 10. sirasindan alinan 50 pl karisim disar1 atildi.

McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanmis bakteri ve maya siispansiyonu bakteriler igin
5 x10° CFU/mL, mayalar icin 0.5-2.5 x10° CFU/mL olacak sekilde sulandirildi ve
kuyucuklar tzerine 50 pl olacak sekilde eklendi (CLSI, 2012). Kuyucuklar igerisindeki yag
konsantrasyonu 5 ile 0.009 mg/mL arasinda degismekteydi. On birinci siradaki kuyucuklar
uzerine 50 pl besiyeri eklenerek sterilite kontrolu olarak, 12. siradaki kuyucuklar {izerine
ise 50 ul bakteri veya maya karisimi eklenerek iireme kontrol olarak kullanildi. Mikrotitre
plaklarinin kapaklari kapatilarak 37 + 0,1°C’de 24 saat inkibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda Uremenin gorindr hale gelmesi icin her kuyucuga 50 pl (2 mg/ml) 2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride (TTC-108380) (Merck, Germany) eklendi ve plaklar 37
°C’de 2 saat inkibe edildi. Kuyucuklar icerisindeki canli mikroorganizmalarin varligina
bagli olarak olusan Formazan’in rengindeki azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk MIC olarak

kabul edildi. Test iki kez tekrarlandi ve ayn1 sonuglara ulasildi.
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MIC sonuglar referans kaynaklara gore; Etkili (MIC < 100 pg/ mL), Orta (100 <
MIC < 625 pg/mL), Zayif (MIC > 625 pg/ mL) seklinde degerlendirilmistir (Kuete, 2013;
Awouafack, 2013).
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4. BULGULAR

4.1 GC/MS Analiz Sonuclar

H. perforatum ve H. scabrum’a ait ugucu organik bilesikleri Gaz Kromotografisi Kitle
Spektrometresi (GC/MS) analizi ve HPLC analizi CP-3800 gaz kromatografi cihazi
kullanilarak tespit edilmistir. H. perforatum’a ve H. scabrum’a ait GC/MS sonuglari
Cizelge 1ve 2*de gorilmektedir.

Cizelge 1: H. perforatum Ugucu Yaginin Kimyasal Bilesenleri

RI Compound % RI Compound %
860 2-Methyloctane 5.13 1454 a-Humulene 0.74
900 Nonane 1.45 1457 (E)-B-Farnesene 0.63
940 a-Pinene 6.35 1463 Sesquisabinene 0.57
978 B-Pinene 3.17 1467 (2E)-Dodecenal 1.73
992 B-Myrcene 0.89 1475 n-Dodecanol 2.37
1004 | a-Phellandrene 0.75 1477 y-Muurolene 1.18
1026 | p-Cymene 1.10 1483 Germacrene D 8.71
1028 | Limonene 0.32 1486 | B-Selinene 1.93
1032 | 1,8-Cineole 0.40 1492 trans-Muurola-4(14),5-diene 0.32
1036 | Santolina alcohol 1.15 1496 Bicyclogermacrene 4.12
1048 | (E)-B-Ocimene 0.24 1502 a-Muurolene 0.46
1058 | y-Terpinene 0.55 1505 Germacrene A 0.42
1104 | Linalool 0.35 1509 (E,E)-a-Farnesene 0.54
1105 | cis-Thujone (a-Thujone) 0.43 1515 y-Cadinene 1.35
1117 | trans-Thujone (B-Thujone) | 1.57 1524 5-Cadinene 2.14
1135 | Octyl formate 0.43 1563 (E)-Nerolidol 3.25
1153 | Menthone 0.24 1569 (32)-Hexenyl benzoate 0.45
1164 | Borneol 0.46 1576 Spathulenol 2.42
1170 | (2E)-Nonenol 0.82 1582 Caryophyllene oxide 8.44
1174 | Terpinen-4-ol 0.66 1590 Globulol 0.82
1189 | a-Terpineol 0.55 1602 Ledol 0.88
1237 | Pulegone 1.75 1611 Unidentified 1.20
1242 | Carvone 0.37 1617 Junenol 0.42
1253 | cis-Piperitone epoxide 0.71 1628 1-epi-Cubenol 0.32
1256 | Linalool acetate 0.37 1639 Unidentified 1.70
1260 | cis-Chrysanthenyl acetate | 0.53 1646 a-Muurolol (= Torreyol) 0.82
1277 | Citronellyl formate 0.32 1649 B-Eudesmol 0.32
1292 | Thymol 1.76 1654 a-Cadinol 3.50
1301 | Carvacrol 1.25 1670 14-Hydroxy-9-epi-(E)-caryophyllene | 0.82
1351 | a-Cubebene 0.23 1676 n-Tetradecanol 1.25
1368 | Piperitenone oxide 0.45 1685 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1a-o0l | 0.60
1374 | (2E)-Undecenol 1.45 1844 Phytone 0.84
1386 | B-Bourbonene 0.24 2107 (E)-Phytol 0.47
1395 | B-Elemene 1.14

1412 | 2-epi-B-Funebrene 0.62

1421 | (E)-Caryophyllene 4.47

1430 | B-Copaene 0.22

Total Identified % 98.62
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Cizelge 2: H. scabrum Ugucu Yaginin Kimyasal Bilesenleri

RI Compound % RI Compound %
940 a-Pinene 45.34 1310 Carvacrol 1.63
960 Thuja-2,4(10)-diene 1.15 1380 trans-Soberol 1.62
980 B-Pinene 2.76 1440 a-Guaiene 1.14
1126 a-Campholenal 1.87 1476 y-Muurolene 2.53
1136 trans-Pinocarveol 2.27 1485 B-Selinene 0.75
1145 trans-Verbenol 241 1490 Germacrene D 2.45
1160 Pinocarvone 0.96 1502 a-Muurolene 0.55
1180 p-Cymen-8-ol 0.92 1510 y-Cadinene 1.15
1190 a-Terpineol 0.95 1522 trans-Calamenene 0.93
1194 Myrtenol 1.75 1550 Unidentified 0.82
1205 Verbenone 3.37 1570 (32)-Hexenyl benzoate 0.97
1215 trans-Carveol 1.83 1577 Spathulenol 3.75
1220 Unidentified 1.30 1581 Caryophyllene oxide 2.10
1275 cis-Tetrahydrojasmine 1.20 1610 Unidentified 1.33
1285 cis-Verbenyl acetate 0.55 1645 epi-a-Muurolol 0.48
1290 Thymol 4.57 1654 a-Cadinol 0.65
1292 a-Campholenic acid 1.18 Total Identified % 97.23

H. perforatum bitkisinin ugucu yagindan elde edilen GC/MS sonuglarina gore 70 adet
bilesen bulunmustur. Major bilesen olarak Germacrene D ( % 8.71), Caryophyllene oxide
(%8.44), a-Pinene(%6.35) ve az bilesen olarakta B-Copaene (%0.22) bulunmustur.

H. scabrum bitkisinin ugucu yagindan elde edilen GC/MS sonuglarina gore ise 33
adet bilesen bulunmustur. Major bilesen olarak a-Pinene (%45.34), Thymol (%4.57),
Spathulenol (%3.75) ,ve az bilesen olarakta epi-Muurolol (%0.48) bulunmustur.

4.2 Disk Difuzyon (Kirby-Bauer ) Yontemi Bulgulari
Disk Difiizyon (Kirby-Bauer) Yontemi ile yapilan antimikrobiyal aktivite g¢alismasi
sonucunda pozitif kontrol olarak kullanilan Streptomisin, Gentamisin ve Nystatin diskleri
etrafinda farkli buyiikliiklerde inhibisyon zonlar1 gozlendi. H. perforatum ugucu yagi
emdirilmis diskler etrafinda inhibisyon zonu olustugu, bu nedenle de H. perforatum ugucu
yagmin deneyde kullanilan mikroorganizmalar {izerine farkli oranlarda antimikrobiyal
etkisinin oldugu saptanmistir (Cizelge 3)

H. perforatum ugucu yagmin incelenen konsantrasyonlarda E.faecalis ve C.albicans
tizerine etkisiz oldugu saptanirken, 100 mg/ml’lik konsantrasyonda en biiyiikk zon capi
sirastyla S. aureus (22 mm), E.coli’de (18 mm) ve P. aeruginosa’da (16 mm) oldugu

gbzlenmistir.
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E.coli ve K. pnemonie‘de 100mg/ml’lik konsatrasyonda antimikrobiyal aktivite

gozlenirken, diger konsantrasyonlarda zon c¢apt olugsmadigt buna bagli olarakta

antimikrobiyal aktivitenin olmadig1 gézlenmistir.

Cizelge 3: H. perforatum yagimin disk difiizyon sonuglart (mm)

Konsantrasyonlar (mg/ml)

Mikroorganizma 100 |50 25|10|5 Streptomisin Gentamysin DMSO
10 ug 10 ug
E. coli 18 - - - - 15 17 -
P.aeruginosa 16 15 14 - - 14 23 -
K. pneumoniae 10 - - - - 24 16 -
S. aureus 22 14 8 - - 20 28 -
B. cereus 12 10 8 - - 8 24 -
E. faecalis - - - - - - 13 -
Mikroorganizma 100 | 50|25 |10 |5 Nystatin (10 pg) DMSO
C. albicans - - - = - 15 -
C. tropicalis 24 12 - - - 14 -

Resim 4: H. perforatum’un B. cereus ve S.aureus bakterilerine karst etkisi
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Disk Difuzyon (Kirby-Bauer) Yontemi ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmasi
sonucunda pozitif kontrol olarak kullanilan Streptomisin, Gentamisin ve Nystatin diskleri
etrafinda farkli biiyiikliiklerde inhibisyon zonlar1 gozlenmistir. H. scabrum ugucu yagi
emdirilmis diskler etrafinda inhibisyon zonu olusmadigi, bu nedenle de H. scabrum ugucu
yaginin deneyde kullanilan mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkisinin olmadigi
saptanmustir. Inhibisyon zon caplar1 &l¢iilmiis ve sonuglar (Cizelge 4) da mm cinsinden

asagida verilmistir.

Cizelge 4: H. scabrum ugucu yaginin disk difiizyon sonuglart (mm)

Konsantrasyonlar (mg/ml)
Mikroorganizma 100 |50l 25 | 10 | 5 Streptomisin | Gentamysin DMSO
10 ug 10 g
E. coli R - - - 16 18 -
P.aeruginosa - - - r 14 21 -
K. pneumoniae - R 4 - _ 23 14 R
S. aureus i iy _ A 19 26 -
B. cereus - - - - _ 8 24 -
E. faecalis - - - - - - 9 -
Mikroorganizma 100 |50| 25 | 10 | 5 Nystatin (10 pg) DMSO
C. albicans - - - - . 16 -
C. tropicalis - - - - - 14 -

4.3 Mikrodiltsyon Broth Yontemi Bulgulari

H. perforatum ve H. scabrum bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarinin Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlarmm (MIC) saptanmasinda mikrodiliisyon broth yontemi
kullanilmastir.

H. perforatum ugucu yaginin en diisik MIC degeri bakterilerde S. aureus 0.156
mg/ml, mantarlarda ise benzer sekilde C. tropicalis ‘te 0.156 mg/ml olarak bulunmustur.
Calisma sonuglarina gore H. perforatum ugucu yaginin, H. scabrum ugucu yagina gore
daha 1yi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmaistir.

H. scabrum ugucu yaginin en diisik MIC degeri bakteriler i¢in E. facealis’te 2,5

mg/ml , mantarlar i¢in ise C.tropicalis’te 0.312 mg/ml olarak bulunmustur. Mikrodiltisyon
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Broth g¢alismasinda kuyucuklardaki ugucu yag konsantrasyonu 5-0.009 mg/ml arasinda
degismekteydi. H. scabrum ugucu yaginin E. coli, P. aeruginosa ve K. pneumoniae’ye karsi
MIC degerinin saptanmasinda tim kuyucuklardan ilireme gozlendiginden MIC degeri
>5mg/ml olarak degerlendirilmistir. H. scabrum ugucu yaginin MIC degeri; E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae’de ( >5 mg/ml), S.aureus, B. cereus’ta (5 mg/ml), E. facealis
(2,5mg/ml), C. albicans (0,625mg/ml) ve C. tropicalis (0,312mg/ml) olacak sekilde
bulunmustur.

Mikrodiliisyon Broth yonteminde mikroorganizmalar lizerinde farkli oranlarda MIC
degeri saptanmistir. H. perforatum ve H. scabrum ugucu yaginin MIC degerlerine iliskin

bulgular Cizelge 5’te gorilmektedir.

Cizelge 5: H. perforatum ve H. scabrum ugucu yaglarinin MIC sonuglar1 (mg/ml)

Swira No  Mikroorganizma H. perforatum H. scabrum
1 E. coli 5 >5

2 P. aeruginosa 2,5 >5

3 K. pneumoniae 2,5 >5

4 S.aureus 0,156 5

S B. cereus 0,625 5

6 E. facealis 0,625 2,5

7 C. albicans 0,312 0,625

8 C. tropicalis 0,156 0,312
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5. TARTISMA

Antibiyotiklerin klinik olarak gelisi giizel ve c¢ok sik kullanimlarina bagli olarak
bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmasi 6nemli ve giincel bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiizde tedavide kullanilmakta olan birgok antibiyotik etkisiz
kalmis ve bakteriler etki spektrumlar1 icinde bulunduklar1 antibiyotiklerden etkilenmez hale
gelmislerdir. Bu nedenlerden dolayidir ki insanlar ¢esitli bakteriyel ve fungal hastaliklarin
tedavisinde farkli arayislar igerisine girmislerdir (Cifci ve ark., 2015).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, ¢ok uzun yillardan beri geleneksel halk tedavisinde
cesitli nedenlerden dolay1r genis bir kullanim imkani bulunan (Gadzovska-Simic ve
ark., 2012). Hypericaceae familyasina ait olan H. perforatum ve H. scabrum bitkilerinin
cesitli mikroorganizmalar {lizerine antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi amaglanmustir.
Benzer ¢alismalar farkli rakim ve boélgelerden toplanan ayni bitki tizerinde yapilmis ancak
diger arastirmacilar tarafindan toplanan bitkilerin icerisinde bulunan ugucu yaglarin farkli
miktar 6zelliklerinden dolayi, degisik sonuglar bulunmustur. Bir¢ok arastirmacinin yapmis
oldugu calismalarda H. perforatum’dan elde edilen ugucu yaglarin major bilesenlerinin
Germacrene D, Caryophyllene oxide ve a-Pinene’den olustugu goriilmektedir (Chauhan ve
ark., 2011; Sharopov ve ark., 2010; Sevim ve ark., 2010; Maggi ve ark., 2010;
Chatzopoulou ve ark.,., 2009).

Bizim c¢aligmalarimizda, H. perforatum’dan Germacrene D %8.71 oraninda elde
edilirken, Tacikistan’dan toplanan ayni bitkiden Sharopov ve arkadaslari Germacrene D’yi
%13.70 oraninda elde etmislerdir (Sharopov ve ark.., 2010). H. perforatum’la yapilan
caligmalarin pek ¢ogunda da majér dominant ugucu yag olarak germacrene D bulunmustur
(Sitarek ve ark., 2017; Joshi, 2016; bDordevi¢c ve ark., 2015). Germacrene-D,
sesquiterpenoid germacran sinifina ait organik bir bilesiktir ve aynm1 zamanda pek cok
calismada Germacrene D’nin iyi bir antibakteriyel 6zellige sahip oldugu belirtilmistir.
(Sahin ve ark., 2004; Olajuyigbe ve ark., 2014).

Bizim yapmis oldugumuz c¢aligmada, H. perforatum ugucu yaginin Gram (+) bir
bakteri olan S. aureus Uzerinde iyi bir antimikrobiyal etkiye sahip olurken, Gram (-)

bakteriler iizerinde etkisinin daha az oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde mantarlar izerinde
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de etkileri farkli sekilde elde edilmistir. Ornegin C. albicans Uzerinde bir etkisi
bulunmazken, C. tropicalis Uzerinde antifungal aktivitesinin iyi oldugu gorilmektedir.
Degisik iilkelerde yapilmis pek c¢ok arastirma sonuglari da bizim verilerimizi
dogrulamaktadir. Birgcok arastirmacinin farkli tlkelerin farkli cografik bdlgelerinden
toplamis olduklar1 H. perforatum’un ugucu yaginin antimikrobiyal etkisi lizerinde yapilan
degerlendirmelerde, ugucu yagin Gram (+) bakteriler Uzerindeki etkisinin Gram(-)
bakterilerden daha iyi oldugu tesbit edilmistir ve ayn1 zamanda bir ¢ok arastirmacinin ortak
tesbiti de genelde ucucu yaglarin Gram (-) bakterilere goére Gram (+) bakteriler Gzerindeki
antibakteriyel etkisinin daha olumlu belirtilmektedir (Canillac ve ark., 2001; Cimanga ve
ark., 2002; Demetzos ve ark., 2001; Harpaz ve ark., 2003; Juliano ve ark., 2000; Lambert
ve ark., 2001; Marino ve ark., 2001; Males ve ark., 2006; Pintore ve ark., 2002; Ruberto ve
ark., 2000; Senatore ve ark., 2000; Okoh ve ark., 2009).

Antifungal aktivitesi {lizerinde yapilan c¢alismalarda C. albicans (zerine etkisi
incelenmis ve higbir antifungal etkisine rastlanilmamistir. Ayni sekilde benzer bir aragtirma
yapan Reichling ve arkadaslar1 H. perforatum’un esansiyel yaginin, C. albicans Uzerine
antifungal oOzelliginin ¢ok zayif oldugunu belirtmislerdir (Reichling ve ark., 2001).
Calismamizda H. perforatum esansiyel yaginin C. tropicalis’e kars1 gii¢lii bir antifungal
etki gosterdigi tesbit edilmistir. Bertoli ve arkadaslar1 tarafindan ayni sekilde yapilan baska
bir ¢alismada Hypericum tirlerinin C. tropicalis’e kars1 gii¢lii bir antifungal etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Bertoli ve ark., 2011; Naeem ve ark., 2010; Singh Pal, 2006; Kalaba
ve ark., 2015).

Ucucu yag bilesenleri acgisindan bizim verilerimiz, onceki ¢alismalarin bulgularini
dogrulamistir; H. perforatum’un ana bilesenleri olan Germacrene-D'nin  ve
Caryophyllene’nin diger baz1 bitkisel ¢alismalarda da, 6nemli antibakteriyel ve antifungal
aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir (Kalodera ve ark., 1997; Kazarinova ve ark., 2002;
Simic ve ark., 2002).

H. scabrum’dan elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi tizerinde farkli
yorelerde pek ¢ok calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin hemen hemen tamaminda ugucu
yag bilesenleri rakim, nem, yagis, 1s1 gibi farkli iklim 6zelliklerden elde edildigi i¢in ¢ok
kiiclik farklarla birbirlerine benzemektedirler. Bizim elde etmis oldugumuz bitki 6rnekleri

1500 rakimli bir bolgeden toplanmistir. Major dominant ugucu yag olarak o-Pinene
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(%45.34) bulunmustur. Bunu sirast ile Thymol (%4.57) ve Spathulenol (%3.75)
izlemektedir.

Bir ¢ok iilkede yapilmis olan ¢alismalarda H. scabrum’un ugucu yag ana bileseninin
o-Pinene (12.52-49.96%) oldugu gériilmiistiir. Javidnia ve arkadaslarinin iran’da yapilmis
olduklar1 bir g¢alismada, H. scabrum’un ugucu yagindaki ana bilesen olan a-Pinene’nin
miktarint %50.0 +7.6 olarak bulmuslar (Javidnia ve ark., 2008). Ayni1 sekilde Sharopov ve
arkadaslar1 da o-Pinene’nin miktarin1 %44.8 olarak bulmuslardir (Sharopov ve ark., 2010).
Ghasemi ve arkadaslar1 da yine Iran da yapmus olduklari baska bir ¢calismada a-Pinene’nin
miktarint %49.96 olarak bulmuslardir (Pirbalouti ve ark., 2014).

H. scabrum’un antimikrobiyal aktivitesi incelendiginde, bakteri ve mantarlar tizerinde
herhangi bir olumlu etkisinin olmadigi gorilmiistiir. Bunun nedenleri arasinda H.
scabrum’daki major bilesenlerden a-Pinene’nin miktarinin %45.34 gibi 6nemli bir yiizdeye
sahip olmasindan dolay1 oldugundan dolayr goériilmektedir. H. scabrum’un antimikrobiyal
aktivitesinin daha ¢ok Thymol ve Carvacrol ile ilgili oldugu bazi arastirmacilar tarafindan
da ileri surtlmektedir (Ghasemi ve ark., 2011). Bizim elde ettigimiz H. scabrum bitkisinin
ucucu yaginda bu oranlar ¢ok diisiik ¢itkmistir (Thymol %4.57 ve Carvacro %1.63). Guedes
ve arkadaslari Hypericum tlrlerinden elde ettikleri ugucu yaglarin biyolojik aktiviteleri
tizerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, H. perforatum’un daha gi¢li bir antimikrobiyal
etkisinin oldugunu belirtmisler ve aym1 etkiyi ugucu yagin konsantrasyonunu 40-60 Kkat

artirdiklarinda H. scabrum’da da gormiislerdir (Guedes ve ark., 2012).
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6. SONUC VE ONERILER
6.1 Sonug

Hypericum igermis oldugu zengin alkollii ekstreler ve ¢ok gesitli ugucu yaglara sahiptir.
Bunlarin yaninda ¢ok sayida ikincil metabolit dizisini i¢eren onemli bir cinstir. Her ne
kadar Hypericum tiirliniin ugucu yaglariin bilesenleri bildirilmis olsa da, farmakolojik
caligmalar1 azdir. Hypericum turlerinin ugucu yaglarinin tam potansiyelini anlamak i¢in
endiistriyel, tarimsal ve farmasotik uygulamalarda daha fazla ¢calismaya ihtiyag¢ vardir. Elde
edilen ugucu yaglarin bilesenleri lizerinde ¢alismalar yogunlastiginda, ileride ila¢ sanayinde
ve daha bagka bir¢ok saglik alaninda kullanilabilir. Ugucu yaglarin bilesenleri farkli cografi
alanlardan, iklim kosullarindan, fizyolojik durumdan biiyiikk 6l¢iide etkilendiginden,
kontrollii kosullar altinda sabit kompozisyonda ugucu yag elde edilmesi, yapilacak olan in
vitro ¢calismalarda esas alinmalidir.

Sonu¢ olarak; Hypericum tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarmin farmasotik
endiistrisinde kullanilabilecek yeni bilesiklerin {iretimini gelistirmek igin yeni stratejiler
sunabilecegi kaginilmazdir.

6.2 Oneriler
Bu kapsamda H. perforatum hem zengin igeriginden dolayr ve hemde antimikrobiyal
0zelliginin iyi olmas1 nedeniyle ve ayn1 zamanda sakinlestirici olarak hala giiniimiizde tibbi

alanda kullaniliyor olmasi nedeniyle, mutlaka degerlendirilmesi gereken tibbi bir bitkidir.
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