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OZET

Inula graveolens (L.) Desf. BITKISI UZERINDE FARMAKOGNOZIK
CALISMALAR

Hande ARIKAN
Farmakognozi Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danigsman: Dog. Dr. Ayhan ALTINTAS

Inula graveolens (L.) Desf. Asteraceae familyasindan Inula (L.) Desf. cinsine ait
bir bitkidir ve Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Ulkemizde iri pire otu adiyla da
anilmaktadir. Uzun yillar boyunca diinyanin pek ¢ok iilkesinde geleneksel tedavide
kendine kullanim alan1 bulmustur. Ugucu yag1 ve ekstresi iizerinde yapilan pek cok
caligmada antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi oldugu goézlemlenmistir.
Calismamizda oncelikle bitkinin farmakope standartlarinda yabanci madde miktar, kiil
miktar, asitte erimeyen kiil ve su miktar tayini yapilmistir. Ardindan gaz kromatografisi
(GK) ve alev iyonizasyon dedektorii (AID) kullanilarak ugucu yag bilesenleri tayin
edilmigtir. Farkli zamanlarda toplanmis olmasina ragmen ana bilesenler borneol ve
bornil asetat olarak bulunmustur. Calismanin devaminda metanol, etil asetat, kloroform
ve hekzan kullanilarak ekstreler elde edilmistir. Ekstrelerin verim hesaplamasi yapilmig
ve antioksidan, antimikrobiyal aktivitelerine bakilmistir. Antimikrobiyal aktivite
tayininde Gram negatif suslar (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium), Gram pozitif suslar (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis) ve mantarlar (Candida albicans ve Candida krusei) kullanilmistir. Ekstrelerin
en fazla Salmonella typhimurium fizerinde etkili oldugu goézlenmistir. Antioksidan
aktivite tayin yontemi olarak 4 farkli metod denenmistir. DPPH radikalini siipliriicii etki
tayini, Folin-Ciocalteu reaktifi yontemi ile total fenolik bilesik tayini, toplam antioksidan
statii tayini (TAS) ve toplam oksidan statii tayini (TOS) c¢alismalar1 yapilmstir.
Ekstrelerin antioksidan 6zellik sergiledigi gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Inula, Inula graveolens, Dittrichia graveolens, Antioksidan
Aktivite, Antimikrobiyal Aktivite



ABSTRACT

PHARMACOGNOSTICAL RESEARCH ON INULA GRAVEOLENS (L.) Desf.
PLANT

Hande ARIKAN
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayhan ALTINTAS

Inula graveolens (L.) Desf. is a plant belonging to the genus Inula (L.) of the
Asteraceae family and grows naturally in Turkiye. It is also called “iri pire otu” in our
country. For many years, it has found its use in traditional treatment in many countries
of the world. Many studies on essential oil and extract have been observed to have
antioxidant and antimicrobial activity. In our study, firstly, foreign matter, total ash, ash
insoluble in hydrochloric acid and determination of water by distillation were
determined in the pharmacopeia standards of the plant. VVolatile oil components were
then determined using gas chromatography (GC) and flame ionization detector (FID).
Although collected at different times, the main components were borneol and bornyl
acetate. Subsequently, extracts were obtained using methanol, ethyl acetate, chloroform
and hexane. Antioxidant and antimicrobial activities of extracts were calculated.
Antimicrobial activity was determined by Gram negative strains (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium), Gram positive strains
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis) and fungi (Candida albicans
and Candida krusei). The extracts were found to be most effective on Salmonella
typhimurium. Four different methods have been tried as antioxidant activity
determination method. DPPH radical scavenging effect determination, Folin-Ciocalteu
reagent method, total phenolic compound determination, total antioxidant status
determination (TAS) and total oxidant status determination (TOS) studies were
performed. It was observed that the extracts exhibited antioxidant properties.
Keywords: Inula, Inula graveolens, Dittrichia graveolens, Antioxidant Activity,

Antimicrobial Activity



TESEKKUR

Tez calismam boyunca deneyim, bilgi ve destegini sabirla benimle paylasan,
karsilagtigim zorluklar ve aksilikler konusunda yardimlarim esirgemeyen sevgili
danismanim Sayin Dog. Dr. Ayhan ALTINTAS’a,

Antioksidan aktivite ¢alismalari sirasinda beraber ¢alisma firsatt buldugum, tiim
sorularimi igtenlikle yanitlayan Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden Sayin
Dr. Ogretim Uyesi Ceylan HEPOKUR’a

Bilgi ve tecriibesiyle degerli onerilerinden yararlandigim Sayin Prof. Dr. Betiil
DEMIRCIye,

Calismalarim sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen Sayin Aras. Gor.
Gozde OZTURK e,

Bitkileri toplama asamasinda beraber arazi caligmasi yaptigim Sayin Ragip
SENTURK e,

Yiiksek lisans 6greniminde siklikla fikir tecriibe ve yardimlarina bagvurdugum
Ecz. Zeynep ORALOGLU, Ecz. Nese CETIN ve Ecz. frem YILDIZ’a,

Hayatim boyunca oldugu gibi lisansiistii egitimim boyunca da her zaman maddi
ve Ozellikle manevi destekleri ile beni bir an olsun yalniz birakmayan anneme, babama

ve kiz kardeslerime tesekkiirlerimi sunarim.



21/08/2019

ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya iistiinde bulunan her bir varlik bir diizen i¢inde yasar. Mitolojiye goére
bitkiler tanrilar yoluyla insanlara verilmis bir 6diildiir. Bu inanisa gore biitiin bitkiler
insanli@in hizmetindedir ve insanin varolusuyla beraber bitkilerle olan iligkisi
baslamistir (Tarhan, Arslan ve Sar, 2016).

Insanlar bitkilerin iyilestirici giicii olduguna tarih boyunca inanmislardir ve yine
insanlik tarihi boyunca bitkilerin farkli sekilleri sifa bulmak amaciyla veya direkt gida
olarak tiiketilmistir. Dlinyanin her yerinde bitkilerin kullanildigina dair ¢ok sayida tarihi
kanita rastlanmistir. 60.000 y1l 6ncesinde neandertal insani tarafindan hatmi bitkisinin
kullanildig1 goriilmiistiir (Erdogan ve Everest, 2013).

Bitkilerin tedavide kullanildigin1 gosteren ilk kayitlar milattan 6nce 3000
yillarindan kalma Siimerlere ait kalintilar, Mezopotamya'da medeniyetlerin bitkisel ve
hayvansal ilaclarla tedavi aradigini kanitlar. Milattan 6nce 2500 yillarinda yasamis olan
Rig Veda bitkileri tibbi amagla kullanmigtir. Modern tibbin babasi Hipokrat’in
eserlerinde ¢ok sayida bitkisel {iriin anlatilmaktadir. Birinci yiizyillda Dioskorides’e ait
De Materia Medica adli eser modern farmakolojinin temelini olusturan en eski
yapitlardandir (Atag, 2004); (Erdogan ve Everest, 2013).

Ebu-Reyhan’a ait Kitab-al-Saydalafi-al-Tip adl1 eserde yirmi kadar tibbi bitkiden
bahsedilir. Tbn-i Sina Tip Kanunu kitabinda 800 kadar bitkisel ve hayvansal tedavi
yontemine yer vermistir. Al Gafini de bitkilerle tedavi agisindan 6nemli ¢alismalarda
bulunmustur (Sarisen ve Caliskan, 2005).

Yirminci yiizy1l baslarinda ilaglarin neredeyse yariya yakimi bitkisel kokenli
olmasina ragmen yirminci yiizyil ortalarindan sonra bu oran olduk¢a azalmistir. 90’11
yillardan itibaren bitkiler i¢in ¢ok daha farkli kullanim alanlar1 s6z konusu olmustur. Su
anda tibbi bitki piyasasinin yillik yaklasik 50 milyar dolardan daha fazla degere sahip
oldugu bilinmektedir (Bayram vd., 2010).

Tibbi amaglarla kullanilan bitki sayisinin 75.000 kadar oldugu tahmin edilmekte,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarinda ise 20.000 tiiriin tibbi kullanimi1 oldugu
belirtilmektedir. 4.000 bitki kokenli drog etkin bir sekilde kullanilmakta, Bati
Avrupa’da 400 kadar bitkisel drogun alim-satim1 yapilmaktadir. Ulkemizde 500 kadar
bitki tiirli tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). 1997

senesinde yapilmis bir arastirmadan edinilen bilgilere gore; Amerikada bitkisel ilag



satiginin bir 6nceki seneye gore %59 artista oldugu goriilmiistiir. Ayrica hastalarin %3-5
kadar1 yalnizca bitkisel tedavi tercih etmektedir. Bu tedavilere Amerika'da yilda 3
milyar dolardan fazla, Ingiltere'de ise 50 milyon sterline yakin para harcanmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine bakarak insanlarin %75’ten fazlasinin dogal tedavi
yontemlerini tercih ettigini sdylemek miimkiindiir. Bu veriler bitkisel ilaglara olan talep
ve glivenin en biiylik gostergesidir (Sarisen ve Caligkan, 2005). Ek olarak diinyanin pek
cok iilkesinde genis bir kullanim alanit bulan receteli ilaglarin etken maddelerini
(salisilik asit, morfin, kodein gibi) bitkilerden izole edilmis maddeler olusturmaktadir
(Erdem ve Eren, 2009); (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Bitkilerin igerdigi kimyasallar yararli veya zararli etkilere sahip olabilmektedir
(Al-Snafi, 2018). Arastirmalara gore bitkilere olan giiven bazen istenmeyen etkilere de
neden olabilmektedir. Bitkilerin igerdigi toksik maddeler oldiiriicii etkiye sahip olabilir.
Bu yan etkilere tirli mekanizmalar yol acar; bunlar alerjik reaksiyonlar,
kontaminasyona bagl durumlar veya ilag-bitki etkilesimleri olabilir. Ayni ¢alismada 25
farkli ginseng tizerinde yapilan calismalarda ginsenosit ve eleutherosit maddelerinin
15’ten 200 kata kadar degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Sarisen ve Caliskan, 2005).
Bu durum bitkisel ila¢ ve maddelere yonelik ¢alismalarin 6nemini gostermektedir.

Organik {retilmis bitkiler ve droglara siirekli olarak ilgi artmaktadir. Son
zamanlarda organik iirlinler oldukca revagtadir. Bu durum dogala ve dogaya olan
doniisti agiklamaktadir (Bayram, vd., 2010).

Diinya istiinde genellikle tropikal bolgelerde oliimlerin yiizde elli kadar
enfeksiyondan dolayidir. Ornegin Afrika kitasinda senede ii¢ yiiz bin kadar ¢ocuk
Escherichia coli, Shigella ve Salmonella’ya bagli hastaliklar sebebiyle hayatini
kaybeder. Gelismemis tilkelerde bu tiir 6liimler normal karsilamirken gelismis tilkelerde
de rastlanabilmektedir. Amerikada yapilan bir arastirmada, 1981 senesinde gozlenen
enfeksiyon kaynakli oliimler 9 sene ig¢inde besinci siradan igilincii siraya ulasmigtir
(Karou, vd., 2007). Mikroorganizmalar zamanla antibiyotiklere kars1 direng
gelistirebilmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan gelistirilen direng mekanizmalari
oldukea biiyiik sikintilar doguracak bir sorun haline gelmektedir (Oztiirk, 2002). Bu
diren¢ mekanizmalart nedeni ile yeni antibiyotik arama calismalar1 yogunlastirilmis ve
bitkiler de arastirmalar i¢in zengin bir potansiyel kaynak teskil etmistir.

Bitkilerde bulunan ¢esitli organlardan (govde, yaprak, tomurcuk, meyve, cicek,

tohum gibi) elde edilen ugucu yaglar veya ekstrelerin igeriginde bulunan saponin,



kumarin, alkoloit, flavonoit gibi maddeler antimikrobiyal 6zellik gosterebilmektedir.
Bitkilerin i¢erdigi maddelerin miktarlar1 kimyasal yapi, iklim, cografya, konsantrasyon
gibi durumlara bagl olarak degisebilir (Sengiin ve Oztiirk, 2018).

Reaktif oksijen tiirleri, yiiksek reaktiviteleri dolayisiyla hasar vermeye
egilimlidirler ve bu nedenle potansiyel olarak toksik, mutajenik veya karsinojeniktirler.
Reaktif oksijen tiirlerinin verdigi hasarin ana hedefleri DNA, lipitler ve protein gibi
hiicredeki biiyiik molekiillerdir (Gengaslan, 2007).

Bitkilerin serbest radikal olusumuna kars1 gelistirdigi ¢esitli mekanizmalar
mevcuttur. Bunlar enzimatik veya enzimatik olmayan savunma mekanizmalar1 olarak
siniflandirilabilirler. (Arikan, ipek ve Pirlak, 2017).

Tez ¢alismamizin konusu olan Inula graveolens (L.) Desf. Inula cinsi Asteraceae
familyasina ait bir bitkidir. Tirkiye’ de iri pire otu ismiyle bilinmektedir (Silinsin,
2016). Asteraceae (Compositae) familyas: diinyadaki en biiytik bitki ailelerinden biridir.
Yaklasik 25000 kadar takson igerir. Pek ¢ok cins ve tiire sahiptir ve diinyanin ¢ok biiyiik
bir kisminda dagilim géstermektedir. Bitkiler icerdikleri cesitli kimyasallar sayesinde
cok sayida bilimsel ¢alismanin da konusunu olusturmaktadir (Kilig, 2014). Inula
tiirlerinden geleneksel tibbi amacla kullanilanlar da bulunmaktadir. (Goékbulut, 2011).
Arastirmamizin konusunu olusturan bitkinin cinsi yapilan revizyon ¢aligsmasi sonucunda
Dittrichia olarak giincellenmistir. Dittrichia cinsi Greuter tarafindan 1973 yilinda
tamimlanmustir. Tirkiye’de iki tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirler Dittrichia viscosa
(Sinonim; Inula viscosa (L.) Aiton) ve Dittrichia graveolens (Sinonim; Inula
graveolens (L.) Desf.) seklindedir. D. graveolens Asya ve Avrupa geleneksel tibbinda
anti-infektif, anti-inflamatuar, sedatif, patojenlere karsi, hemoroid tedavisinde, astimda,
yaralanmalarda uzun siirelerdir kullanilmaktadir (Sevindik, Paksoy ve Aydin, 2017).
Fakat ¢alismamizda yapilan bu degisiklige ragmen bitkiden Inula graveolens olarak
bahsedilecektir.

Calismamizda ugucu yag eldesi caligmasi yapilmis ve yag analiz edilmistir.
Yabanci madde miktar tayini, su miktar ve kiil miktar tayini ¢aligmalar1 yapilmistir.
Antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalari ile de bitkinin yeni etken madde ve

ilag gelistirme ¢alismalari i¢in temel olmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Bitkilerde Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalarin gelisimlerini ve iiremelerini durduran (bakteriyostatik etki)
veya Oldiiren (bakterisidal etki) maddelere antimikrobiyal madde denir. Bu sinifa giren
maddeler; antiseptik, antibiyotik ve inhibitér etkili maddelerdir (Temiz, 2000).
Antibiyotikler mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen veya 6lmelerine yol agan
maddelerdir. Biyolojik kaynakli olabildikleri gibi sentetik olarak elde edilebilmektedir.
Cok etkili biyoaktif maddelerdir. Etki sekilleri ve etkiledikleri mikroorganizmalar
degiskenlik gosterir. Mikroorganizmanin hiicre duvar yapisini bozarak, protein sentezini
inhibe ederek ya da mikroorganizmanin ihtiyag duydugu maddeleri yok ederek etki
gosterirler (Topal, vd., 2015).

Antimikrobiyal aktivite gesitli durumlara bagh olarak degiskenlik gosterebilir.
Bitki tiirii, kKimyasal kompozisyonu ve konsantrasyonu, hedef mikroorganizma tiirii ve
yiikii gibi durumlar aktivitelerin degiskenlik gostermesine yol agabilir. Bitkiler tizerinde
yapilan aragtirmalar bitkilerden elde edilen maddelerin antioksidan ve antimikrobiyal
ozellik sergileyebilecegini gostermektedir (Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2013).

Cin’de kullanilan ilaclarin neredeyse yarisini geleneksel bitkisel ilaglar olusturur.
Gana Nijerya gibi Afrika iilkelerinde sitmadan kaynaklanan atesin tedavisinde
cocuklarda oOncelikle bitkisel tedavi tercih edilmektedir (Karou, vd., 2007). Sentetik
antibiyotiklerin kesfi ile beraber bitkilerin mikroorganizmalar izerinde ila¢ seklinde
kullanimi olduk¢a azalmistir fakat antibiyotiklere karsi direng gelismesi ve bitkilerdeki
maddelerin antimikrobiyal etkilerinin bulunmasi, bitkileri ila¢ kesfi icin yeniden
arastirmalarin odag1 yapmustir (Karou, vd., 2007).

Bir diger 6nemli husus da ozellikle mantarlara yonelik tarim ilaglarmin asin
kullaniminin diger pestisidlere gore daha fazla risk olusturmasidir. Bu nedenle alternatif
kontrol metodlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitki ekstreleri igerdikleri zengin biyoaktif
kimyasallar sayesinde fitopatojenik mantarlar1 kontrol etmek icin kullanilabilir. Ayrica
dogada kolayca parcalanabilirler ve dogay1 kirletici etkileri yoktur. Bu dogal iiriinlerin
mevcut fungusitlerin yerine gegme potansiyelleri vardir. Allelokimyasallar (biyolojik
olarak aktif ve dogal) alternatif olarak arastirilmaktadir ve giinlimiizde herbisit ve

fungisit olarak kullanilmaktadir (Omezzine, vd., 2011).



2.1.1.Bitkilerde yer alan antimikrobiyal etkili bilesikler
2.1.1.1. Organik asitler

Organik asitler mikroorganizmalar iizerinde etki gosterip gidalarin Omriinii
uzatarak dikkat c¢ekmislerdir (Celikyurt ve Arici, 2008). Organik asitler pH’1
degistirirler boylelikle hammaddenin tasidigi veya bulasma yolu ile gecen
mikroorganizmalarin gelisimini engeller veya iiremesini durdururlar. Bu ozellikleri
gidalarda koruyucu olarak kullanilmalarini saglamistir. Limon sogan, iiziim gibi ¢esitli
bitkilerin antimikrobiyal etkisi incelenmis ve yapilarinda bulunan organik asitlerin bu
etkiyi sagladig1 goriilmistiir. Siiksinik asit, sitrik asit, mallik asit, tartarik asit, benzoik
asit, formik asit, laktik asit, propiyonik asit gibi organik asitler meyve ve sebzelerin
yapisinda dogal olarak bulunabilmektedir ve mantarlarla mikroorganizmalarin yaptigi
bozunmay1 6nlemek igin kullamlabilmektedir (Sengiin ve Oztiirk, 2018). Escherichia
coli ve Salmonella {izerinde etkili oldugu gozlenen organik asit tiirleri bulunmaktadir
(Y1lmaz ve Hunt, 2017).

2.1.1.2. Fenolik bilesikler

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesikler bitkiye koku,
renk, lezzet vermek gibi c¢esitli fonksiyonlar barindirirlar. Ayni zamanda
bulundurduklar1 hidroksil gruplar1 bakterilerin hiicre zarmni etkileyerek antibakteriyel
ozellik sergilemektedir (Sengiin ve Oztiirk, 2018).

Fenolik bilesenler flavanoit ve fenolik asit olmak iizere iki alt baslikta toplanir.
Fenolik asitler de kendi arasinda benzoik asit ve sinnamik asit olmak iizere ikiye ayrilir.
Flavonoitler ise 6 grupta toplanir. Bunlar; flavanollar, flavanonlar, flavonoller,
flavonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler seklindedir (Cimen, 1999). Polen, c¢icek,
yaprak, gibi ¢esitli bitki kistmlarinda bulunabilen flavonoitler giiclii antioksidan aktivite
gosterebilen bilesiklerdir. 4000 kadar yapist aydinlatilmis flavonoit bulunmaktadir.
Kersetin, katesin, epikatesin, genistein, mirisetin ¢esitli flavonoitlere 6rnektir (Koca ve
Karadeniz, 2005).
2.1.1.3. U¢ucu yaglar

Su distilasyonu, buhar distilasyonu, kuru distilasyon, sikma gibi ¢esitli
yontemlerle elde edilebilen ve oda i1sisinda sivi halde bulunabilen maddelerdir. Salgi
tilyli salg1 kanali veye salgi cebi gibi farkli yapilarda goriilebilir, bitkilerin ¢igek, meyve,
kok, yaprak gibi farkli organlardan elde edilebilirler. Kolayca kristallesirler, genellikle



renksizdirler ve giizel kokulart bulunmaktadir bu 6zellikleri nedeniyle esans olarak da
adlandirilabilirler. Su ile karigmazlar (Kilig, 2008).

Tibbi bitkilere ait ugucu yaglarin bilesimlerinin arastirilmasi bilimsel ve
ekonomik acgilardan olduk¢a Onemlidir. Gliniimiizde antibiyotiklere karsi direng
gelisiminin artmis olmasi yeni antibiyotik kesfini ve dogal olarak bitkilere yonelik
caligmalarin ~ sayisinin ~ artmasimt  zorunlu  kilmustir (Erdogan,  2014).
Mikroorganizmalarin {iremesini durdurucu etki veya Olmelerine sebep olan etki son
bulgulara gore ucucu yag i¢inde bulunan baslica bilesenlerden kaynaklanmaktadir
(Boyraz ve Ozcan, 1997).

Bitkilerden elde edilen ¢esitli ugucu yaglar {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda
antibakteriyel aktivite gozlenmistir. Nane, kimyon, rezene ve defne ugucu yaglari
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Bacillus subtilis’i inhibe etmistir (Koyuncu, Yildirim ve Duranoglu, 2008).
Calismamizin konusunu olusturan Inula graveolens ugucu yagi {izerinde daha once
yapillan pek ¢ok calismada mikroorganizmalar iizerinde aktivite gozlenmistir.

Calismalara ve sonuclara deginilmistir.

2.1.1.4. Alkaloitler

Alkaloitler bilinen en eski ilaglardandir ve ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir,
genis kapsamli biyolojik etki gosterirler. Alkaloitler yiiksek yapili bitkiler tarafindan
tiretilmekle beraber bazi organizma ve hayvanlar tarafindan da iiretilebilmektedir
(Waller, 2012); (Gencay, 2013).

Heterosiklik yapili nitrojen igeren bilesik anlamina gelmektedir, bu tanim aminler,
aminoasitler, peptitler, proteinler, niikleikasitler, niikleotitler, porfinler, vitaminler, nitro
ve nitroz bilesikleri gibi azotlu bilesikler hari¢ bugiine kadar alkaloitler olarak kabul
edilen tiim bilesikleri kapsamaktadir. Bugiin alkaloitlerin ¢ogu hastaliklarin tedavisinde
ilag olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal ozellik sergileyen bir alkaloit olan
berberinler tripanozom ve plazmodyuma kars1 etkilidir (Cowan, 1999).
2.1.1.5. Lektinler ve polipeptitler

Peptitler ilk kez 1942 yilinda belgelenmistir. Antibikrobiyal aktivite
gostermektedirler. Bu biiylik molekiillerin bakteri ve mantarlar iizerindeki etkisi uzun
zamandir bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise HIV Human
Immunodeficiency Virus (Insan Immiin YetmezIlik Viriisii) viriisii tizerindeki etkilerine

odaklanilmistir. Arpa-bugdayda yer alan tionin peptidleri 47 aminoasitten olusurlar ve

6



cesitli maya tiirleri, Gram negatif ve pozitifler lizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu
bilinmektedir (Cowan, 1999).

Lektinler ise sekerlere bagli olarak bulunabilen protein veya glikoprotein
yapisindaki maddelerdir. Endojen ve eksojen lektinler olarak smiflandirilabilirler. ilk
kez Stillmark tarafindan zehirli bir bitkiden elde edilen lektinlerin kanser tedavisinde
uzun siiredir kullanilabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Oztabak, 2005); (Cetin ve
Ozgelik, 2007).

2.2. Bitkilerde Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 miktarda tretildigi zaman organizmalar dogal
antioksidan savunma mekanizmalarim kullanarak bu durumdan kurtulmak igin
antioksidan bilesikler iiretirler. Bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak bilinen
maddeler ¢ok miktarda iiretilir ve bu sekonder metabolitler beslenme yolu ile viicuda
alinarak insanlarda da ayni antioksidan aktiviteyi gosterebilirler. Antioksidanlarin bu
oneminin kesfinden sonra tiiketiminin artirilmas: giiniimiizde siklikla onerilmektedir
(Yavaser, 2011).

2.2.1. Serbest radikal ve oksidatif stres kavram

Kuantum kimyasi bir bagin yapisinda iki elektron bulundugunu soyler boylelikle
kararli elektron ciftleri olusmus olur. Insan viicudundaki neredeyse biitiin elektronlar
kararli elektron ciftleri seklinde bulunur. Bag kopmasi durumunda elektronlar bir
atomun yapisina katilarak beraber kalirlar ya da her elektron farkli bir atoma gidecek
sekilde uzaklagirlar. Beraber kalirlarsa olusan atom iyona doniisir veya ayrilma
durumunda serbest radikal meydana gelir. Yiiksek enerjiye sahip elektronlar, eslesmis
elektron ciftlerini ayirarak fonksiyonlarinin bozulmasima neden olur. Lipit, protein,
niikleik asit gibi viicutta bulunan bilesikler serbest radikallerin tetikledigi oksidatif
reaksiyonlar sonucu zarar goriirler. Bu olaylarin sonucu olarak da viicutta pek cok
biyolojik sorun meydana gelir (Aydemir ve Sari, 1999). Kisacasi oksidan-antioksidanlar
arasindaki dengesizlik hiicre yapisinin bozulmasindan baslayarak ¢ok ciddi hasarlarin
meydana gelmesine yol acabilir (Yavaser, 2011).

Serbest radikallerin hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipit peroksit radikalleri
gibi farkli kimyasal tiirleri bulunmaktadir. Oksijenden tiireyen serbest radikaller en
onemlilerindendir. Hiicrelerde ¢esitli sebeplerden dolay1 olusabilirler. Bunlar; parakuat,
alloksan gibi kimyasallar, ilag zehirlenmeleri, radyasyon, hava kirliligine neden olan

maddeler, sigara, ¢esitli sitotoksik ajanlardir. Bu yiizden toksikoloji de serbest radikaller
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ile ilgilenir (Mercan, 2004). inflamasyon, yaslanma, asir1 oksijen basinci, ozon,
azotdioksit gibi unsurlar da metabolizmadaki serbest radikal iiretiminde artisa neden
olur (Akagiin, 2009).
2.2.2. Antioksidan maddeler

Bitkiler oksidatif strese maruz kaldiklar1 zaman detoksifikasyonu saglayan ¢esitli
antioksidanlara ve cesitli antioksidan mekanizmalara sahiptirler (Biiyiik, vd., 2012).
Antioksidanlar okside olabilen maddelere oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunabilir
ve oksidasyonu oOnleyici veya geciktirici maddeler olarak tanimlabilirler. Temel olarak
iki grupta smiflandirilirlar. Enzimatik olmayan antioksidanlar tokoferoller, askorbik
asit, karotenoidler, glutatyon, askorbat ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlar
ise (SOD) siiperoksit dismutaz, (CAT) katalaz, (APX) askorbat peroksidaz, (GPX)
glutatyon peroksidaz, (GR) glutatyon rediiktaz, (GST) glutatyon S-transferaz ve (G6PD)
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz seklindedir (Arikan, ipek ve Pirlak, 2017). Bu gorevi
yerine getirirken ¢esitli sekillerde (toplayici, bastirici, zincir kirici, onarici, etki) etki
ederler (Akagiin, 2009).

Antioksidanlar: Tablo 2.1 ve 2.2°deki gibi gostermek miimkiindiir.

Tablo 2.1. Enzimatik antioksidanlar (Biiyiik, Soydam-Aydin ve Aras, 2012.)

Enzimatik antioksidanlar, gorevleri ve bulundugu organeller

Stiperoksit Dismutaz 02’yi H202 ’ye doniistiirtir.
Bulundugu organel: Kloroplast, sitozol, mitokondri, peroksizom

Katalaz 02’yi H202 ’ye doniistiiriir.
Bulundugu organel: Kloroplast, sitozol, mitokondri, peroksizom

Fosfolipit Hidroperoksit  Hidroperoksit GPx ve Peroksidazlar.
Bulundugu organel: Kloroplast, sitozol, mitokondri, endoplazmik retikulum

Tablo 2.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar (Biiyiik, Soydam-Aydin ve Aras, 2012.)

Enzimatik olmayan antioksidanlar, gorevleri ve bulundugu organeller

Karotenoitler 02 ve OH ’1 temizler.
Bulundugu organel: Sitozol ve vakuol

E vitamini Lipit peroksidasyonunu kirar. Lipit peroksitlerini O2 ve OH ’1 temizler.
Bulundugu organel: Kloroplast membranlari

Askorbik Asit 0O, OH, H:0: ’yu temizler.
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Bulundugu organel: Kloroplast, apoplast, vakuol, sitozol

Glutatyon -OH ve O2’nin direk temizlenmesinde yararhdir.
Bulundugu organel: Sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri

Fenolik Bilesikler Hidrojen ve elektron verici 6zellik gosterirler. Ayn1 zamanda zincir kiric1 ve
selat yapici Ozellikleri de bulunmaktadir. Bu o6zellikleri sayesinde giiclii
antioksidan 6zellik gosterirler.

Bulundugu organel: Sitozol, vakuol

Bitkilerde en fazla sayida bulunan sekonder metabolit olan fenolik bilesiklerden
4000 kadariin yapist aydinlatilmistir ve giin gectikce yapisi aydinlatilan bilesik sayist
artmaktadir. Bitkisel iirlinlerin antioksidan 6zellik gdstermelerinin sebebi yapilarinda
fenolik bilesik tasimalaridir (Bacanli, vd., 2015)

Flavonoitler gesitli oksitleyici tiirleri (siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve
peroksit radikalleri) iizerinde siipiiriicii etki gostermektedir. Cok sayida bitki bileseninin
serbest radikal temizleyici veya antioksidan aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Fenoller
cok O6nemli bitkisel bilesenlerdir. Pek ¢ok bitki tiiriiniin antioksidan aktivitesi ile total
fenol miktar1 arasinda pozitif bir iliski vardir, sebebi hidroksil gruplarinin radikal
stipiiriicii etkisidir. Fenolik bilesenlerin efektif hidrojen donorii oldugu rapor edilmistir

bu da antioksidan 6zellik sergilemelerine sebep olur (Al-Fartosy, 2011).

2.3. Asteraceae (Compositae) Familyas1 Genel Ozellikleri

Asteraceae familyasinin diinya genelinde 1600 kadar cins ve 22750 tiir igerdigi
bilinmektedir. Tiirkiye’nin de en zengin familyalarindan biridir. Ulkemizde 130’a yakin
cins ve 1100°e yakin tiir barindirir (Gékbulut, 2011).

Antartika hari¢ diinyanin her yerinde familyaya rastlamak miimkiindiir. Tiirlerin
cesitliligi giineybati Amerika ve Meksika’da, Brezilya’nin giliney kesimleri ve Giiney
Amerika Andes Daglar1 arasindaki bolgede, Akdeniz bdlgesinde, Asyanin i¢ kesimleri
ve gilineybati bolgesi ile Giiney Afrika ve ve Avustralya’da fazladir (http-1).

Yillik, iki yillik veya ¢ok yillik bitkilerdir (Davis, 1975). Bitkilerin biiyiik bir
kism1 otsu yapidayken, c¢ali ve agaglar sayica daha azdir (Gokbulut, 2011). Dokular
bazen lateksli (siit tasir) bazense latekssizdir. Yapraklar alternat veya bazen karsilikli
dizilim gosterir, genelde tabandadir, nadiren stipulaya benzeyen, biitiin, disli, loplu,
derin parcalidir. Bireysel cicekler genellikle cok sayidadir (nadiren tektir), sapsizdir ve

koruyucu involukrum ile ¢evrelenmis kapitulum i¢ine kiimelenmistir. Kapitula bazen



kapituluma benzer bas kisma benzer ikinci kapitulum igine gizlenmistir. Cigek tablasi
ciplak, paleali, uzun tiiylerle kapli veya killi olabilir. Cigekler epigindir, ovaryumu alt
durumlu, epigin bir ¢icekte ovaryum cicek tablasi i¢ine gomiiliidiir, ¢igek oOrtiisii ve
stamenler ¢igek tablasina ovaryumdan tist bir seviyede baglidir, bu sekilde ovaryum alt
durumludur. Korollanin petalleri birlesiktir, tiibiiler, filiform, ligulate olabilir veya
nadiren iki dudakli, genellikle 3 veya 5 dislidir, nadiren komple eksiktir. Stamenler
epipetal yapida, flamentler genelde bagimsizdir. Ovaryum alt durumlu, 1 hiicreli, bazal
anatrop oviil sekli genelde iki dala boliinmiis gibidir, disk ¢igeklerin tasidigr tiiyler anter
silindirinden polenleri siipiiriir. Meyve akendir (Davis, 1975).

Asteraceae familyasi; Tubuliflorae (Asteroideae, Tubiflorae) ve Liguliflorae
(Cichorioideae) olmak iizere iki alt familyaya ayrilir. Tubuliflorae alt familyasinda
kapitulumdaki ¢igeklerin hepsi veya ortadakiler tiip seklinde, ¢evresindekiler dilsidir ve
eczacilikta kullanilanlar bu familyada bulunur. Liguliflorae alt familyasinda ugucu yag
nadiren goriliir (Gokbulut, 2011). Familyaya ait bitkiler gida maddesi olarak, ila¢ elde
etmede hammadde olarak siis bitkisi olarak vb. ¢esitli amaglarla kullanilabilmektedir
(Stsli, vd., 2010).

2.3.1. Inula L. cins dzellikleri

Yiizden fazla tiir iceren, asya ve avrupanin iliman bolgelerinde yasayan ve ¢esitli
amagclarla faydalanilan bitki ilk kez Yunan ve romali antik tipgilar tarafindan
kullanilmistir (Seca, vd., 2014). Inula cinsi ilk kez Linnaeus tarafindan 1753-54
yillarinda tanimlanmistir (Seker ve Cetin, 2013).

Cogunlukla uzun omiirlii bitki veya yar1 c¢ali, fakat bazen yillik veya iki yillik
bitkilerdir. Kokler dik veya yiikselen yapida, genellikle dallanmis, nadiren
govdesizlerdir. Yapraklarin tamami tirtiklidir, bitki tabani siklikla saplidir. Kapitula tek
olabilir veya bazen birkag¢ tanedir, heterogam, radiat veya plak ya da disk seklindedir,
bazen homogam ve disk seklindedir. Involukrum yar1 kiire seklinde veya c¢an
bi¢imindedir; brakteler ¢oklu seri halinde, kiremitsi, otsu veya zarimsidir. Cigek tablasi
ciplaktir, diiz veya biraz konvekstir. Disi ¢igekler nadiren tamami eksik vaziyettedir, az
veya ¢ok sayida 1-2 seri i¢inde, tiip seklinde, meyilli ve tepede 3 disli haldedir veya
bariz sekilde dile benzer yapidadir, sar1 veya turuncudur. Disk c¢igekleri tiip seklindedir,
tepede 5 lopludur, saridir. Akenler tepede siitun seklinde veya dar, agisal veya damarl,
pappus tlyler kisa sert tiiylerden dolay1 piirtizliidiir, kisa sakalsi tiiyli veya kus tiiyii gibi

yumusak ince uzun sik tiylidiir, bagimsiz veya tabanda birlesik haldedir, daimi
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kalicidir (Davis, 1975). Asteraceae familyasinin énemli {iyeleri olan Inula cinsi, kuzey
yarimkiirede genis ¢apta dagilmistir (Blanc, vd., 2004).

Inula cinsine ait olan bitki yapilan taksonomik bir revizyon c¢alismasi ile
Dittrichia cinsine dahil edilmistir. Dittrichia cinsi GREUTER tarafindan 1973 yilinda
tanimlanmustir. Inula cinsi ile olduk¢a yakindir ve biiyiikk benzerlikler gostermektedir
ancak aken (meyve) yapisi ve papus killart gibi bazi noktalarda farkliliklar
gostermektedirler. Fakat ¢alismamizda bitkiden Inula olarak bahsedilecegi daha 6nce de
belirtilmistir.

Tibitak taksonomik tiir veritabanindan edinilen bilgilere gore Tiirkiye’de
yetismekte olan 27 tiir bulunur. Bunlardan 7 tanesi endemiktir. Calismamizin konusunu
olusturan Inula graveolens endemik degildir. Asagidaki tablo 2.3.’te Tiirkiye’de dogal

olarak yetisen Inula tiirleri ve Tiirkge isimleri bir arada verilmistir.

Tablo 2.3 Tiirkiye'de yetisen Inula tiirlerine bazi drnekler

Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss. Inula acaulis var acaulis

(bodur andizotu) Inula acaulis var caulescens

Inula anatolica Boiss.*
(kaya andiz1)

Inula aschersoniana Janka
(kaya yolotu)

Inula aucherana DC.
(¢orak andizotu)

Inula britannica L.
(cayir andiz1)

Inula conyzae (Griess.) Meikle
(golge andizotu)

Inula crithmoides L.
(kesir ¢oragr)

Inula discoidea Boiss.*
(dilsiz andizotu)

Inula ensifolia L.
(kilig andizotu)

Inula fragilis Boiss. & Hausskn.*
(gevrek andizotu)

Inula germanica L.
(ekin andizotu)

Inula graveolens (Linnaeus) Desf.
(deli sariot)

Inula helenium L. subsp. orgyalis

Boiss.) Grierson
Inula helenium L ( )

Inula helenium L. subsp.
(and1zotu) .

pseudohelenium

Inula helenium L. subsp.
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turcoracemosa
Inula helenium L. subsp. vanensis
Grierson*

Inula heterolepis Boiss.
(ak andizotu)

Inula inuloides (Fenzl) Grierson
(yitik andizotu)

Inula macrocephala Boiss. & Kotschy ex Boiss.*
(mus andizotu)

Inula mariae Bordz.
(yayla andizoyu)

Inula montbretiana DC.
(kokgayr)

Inula oculus-christi L.
(yolotu)

Inula orientalis Lam.
(sark andizotu)

Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin
(uzun andizotu)

Inula sarana Boiss.*
(yar andizotu)

Inula salicina L.
(su andizotu)

Inula sechmenii Hartvig & Strid*

(bey andizotu)

Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.)
Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel Sprengel subsp. Australis
(kanath andizotu) Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.)

Sprengel subsp. thapsoides

Inula viscidula Boiss. & Kotschy
(piis andizotu)

Inula viscosa (L.) Aiton
(stimenit)

* Endemik tiirleri ifade etmektedir (Gokbulut, 2011); (http-2).

2.3.1.1. Inula graveolens (L.) Desf.
2.3.1.1.1. Tiariin botanik ozellikleri

Cok dalli, agir kokulu, tek yillik, 1 metreye kadar biiytiyebilen, kii¢lik salgi tiiyleri
ve piloz tiylerle kaplidir. Yapraklar seritsi tepede sivri tabanda daralmis sekildedir,
yapragin kenarlari biitiiniiyle veya bir kismu tirtiklidir. Kapitula kisa radyat ve kapitula
rasem icinde serbestge yayilir. Involukrum 50-75 cm genisligindedir; involukral brakte
seritsi-mizraksi, kiremitsi, 3 sirali; distaki otsu yapt 0,75 mm, i¢teki membran 6-7
mm’dir. Kapitulumun kenarinda yer alan dilsi ¢i¢ekler 6-8 mm, ligula 2-2,5 mmdir ve

hemen hemen involukreyi asar. Kapitulumun ortasindaki tiipsii gigekler 4-5 mmdir ve
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bazen kururken kirmiziya doner. Aken 2mm ince kisa sapli sik salgi tiiyliidiir. Papus
kahverengiye benzer renkte kisa sert titylerden dolay1 piirtizli 4-5 mm dir.

Bitkinin sinonimleri; 1. graveolens (L.) Desf, Erigeron graveolens L., Dittrichia
graveolens (L.) Greuter, Cupularia graveolens (L.) Godr. & Gren’dir. Tiir literatiirde
siklikla Inula graveolens (L.) Desf. olarak ifade edilir.
2.3.1.1.2. Tiiriin sistematikteki yeri
Bitkiye ait sistematik tablosu asagida Tablo 2.4.’te verildigi gibidir.

Tablo 2.4. Bitkinin sistematikteki yeri (Al-Snafi, 2018)

Alem Bitki

Alt-alem Tracheobionta

Siiperdivizyon Spermatophyta

Divizyon Magnoliaphyta

Simf Magnoliopsida

Alt Siif Asteridae

Takim Asterales

Aile Asteraceae / Compositae

Cins Dittrichia / Inula

Tiir Inula graveolens veya Dittrichia graveolens

2.3.1.1.3. Tiiriin Tiirkiye dagilimi
Bitkinin Tiirkiye’deki dagilimi asagidaki harita {izerinde gosterildigi gibidir.

»n
Ve

Gorsel 2.1. Inula graveolens (L.) Desf. bitkisinin Tiirkiye’de dagilumi (http-4)
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2.3.1.1.4. Inula graveolens (L.) Desf. yaygin isimleri

Arapgada; Inula, Shuwaser, Suawaid, Rasan, Teion

Ingilizcede; Camphor Inula, Cape khakiweed, Stinkingfleabane, Stinkweed, Stinkwort,
Almancada; Driisiger alant, Klebriger alant

Iran dilinde; Atre pazii

Isveg dilinde; Kamferinula (Al-Snafi, 2018) olarak anilmaktadir.

2.3.1.1.5. Bitkiye ait genel bilgiler

Bitki popiiler ismini gii¢lii ve karakteristik bir kokuya sahip ugucu bir yagin
varligina bor¢ludur. Bu, bitkinin tiim kisimlarinda bulunan kiigiik salgi killar1 tarafindan
salgilanir. Toz ve diger parcaciklar, yapraklarin yapigkan ylizeylerine kolayca yapisir
(Meadly, 1965). Ilk olarak Akdeniz ydresinde bulunmus ve benzer iklimdeki diinyanin
cesitli yerlerine buradan yayilmistir (http-3). Afrika’da dagilim gosterdigi tlkeler;
Misir, Cezayir, Libya, Fas, Tunus, Asya’da dagilim gosterdigi iilkeler; Irak, Iran,
Filistin, Urdiin, Liibnan, Suriye, Tiirkiye, Pakistan, Avrupa’da dagilm gosterdigi
iilkeler; Arnavutluk, Bosna, Bulgaristan, Hirvatistan, Yunanistan, italya, Makedonya,
Karadag, Sirbistan, Fransa, Portekiz, Ispanya, Avusturya, Belcika, Cek Cumhuriyeti,
Almanya, Hollanda, Isvicre, Ingiltere, Slovenya seklindedir. Ayrica Avusturalya, Yeni
Zelanda ve Kuzey Amerika’da bitkiye rastlamak miimkiindiir (Al-Snafi, 2018).

Akarsu kenarlarinda kumlu ve gakilli topraklarda yetigir. Inula graveolens (L.)
Desf. Tiirkiye’de “iri pire otu” olarak bilinir (Silinsin, 2016). Tercih edilen toprak tipleri
arasinda kumlu ve diger hafif dokulu topraklar bulunur. Agir metallerle kontamine
olmus maym yagmuru iizerinde biiyiiyebilir ve biyolojik olarak civa, ¢inko ve nikel
biriktirebilir. Iklimsel olarak bitki, cogunlukla kisin diisen ve yillik 300-800 mm yagis
alan 1liman bir Akdeniz tipi iklime adapte olmustur (http-5).

Hayvanlar igin lezzetli degildir ve besin olarak tercih edilmez. Ciftlik hayvanlari
icin zehirli olabilir ve insanlarda da alerjik kontakt dermatite yol acabilir. Pek ¢ok
bitkiye gore de farkli bir hayat dongiisiine sahiptir ¢iinkii bahar veya yaz aylarinda
ciceklenen pek cok tek yillik bitkinin aksine eyliilden araliga dek cigcek ve tohum tasir
(http-3).
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Fitokimyasal g¢aligsmalar Inula graveolens’in polifenol, tanen, flavonoit, yag,
steroidal triterpenoitler, seskiterpen ve antrakinon igerdigini gostermistir. Aragtirmacilar
Inula  graveolensin  antimikrobiyal, insektisidal, anti-platelet agregasyonu,
antiproliferatif, antidiyare, antipiretik, analjezik, antiinflamatuar ve antikolinerjik
etkinlik gosterdigini bildirmistir (Al-Snafi, 2018).

Inula  graveolens aromaterapide yaygin olarak astim  tedavisinde
bronkospazmolitik ve mukolitik olarak kullanmilir. Ayrica Irak’ta yaygin olarak
romatizmal atesin tedavisinde, infant konviilsiyonlarinda, dis agrisinda, kan sekerini
diisiirmede, kan pihtisinin tedavisinde ve sindirim sorunlarinda kullamlmaktadir. Iran
geleneksel tibbinda inflamasyonlara karsi, romatizmaya karsi, tiimore karsi, patojen ve
enfeksiyonlara kars1 6zellikle leishmaniosis tedavisinde kullanilir. Bitki ayrica {riner
sistem enfeksiyonlari, hemoroid, soguk algilig1 ve yara iyilesme siirecinde kullanilir.
Ucgucu yagi diisiik konsantrasyonda inhale edildiginde mukolitik, siniizitte ve solunum
sistemine bagli inflamasyonlarda, dekonjestan, mukusun azaltilmasinda ve astima bagl
diger durumlarda kullanilir. Topikal olarak okaliptiis, lavanta, biberiye ile karistirilarak
asir1 aktif yag bezlerinin neden oldugu aknenin onlenmesinde kullanilir, tikanmis
gozeneklerdeki sebumu ¢ozer. Ucucu yag ayrica lenf dolagimini ve immiin sistemi
destekler, akneye bagli deri inflamasyonunu azaltir (Al-Snafi, 2018). Toprak iistii
kisimlari (yaprak, sap vb) tavuklarda bitleri tedavi etmek i¢in kullanilir (http-6).

2.3.1.1.6. Inula graveolens (L.) Desf. iizerine yapilan ¢alismalar
Yapilan ¢aligmalart bitkinin kimyasal kompozisyonu ve farmakolojik aktivitesine

gore 2 grupta toplamak miimkiindiir.

lnula graveolens kimyasal kompozisyonu iizerine yapilan ¢calismalar

Yapilan bir ¢alismada Yunanistan’dan toplanan Inula graveolens toprak {istii
kisimlart gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi kullanilarak analiz edilmis ve ana
bilesenler epi-a-kadinol (%30,2) ve bornil asetat (%25,4) olarak bulunmustur
(Petropoulou, Tzakou ve Verykokidou, 2004).

Yapilan baska bir calismada Cezayir’den toplanan bitkinin taze toprak iistii
kisimlarindan clevenger apareyinde hidrodistilasyon yoluyla elde edilen ugucu yag
analiz edilmistir ve 30 bilesik izole edilmis, ana bilesenler izobornilasetat (%50,8),
borneol (%18,3) ve t- kadinol (%6,2) olarak belirlenmistir (Boudouda, vd., 2013).

Yapilan baska bir caligmada Liibnan’dan toplanan iki farkli yabani popiilasyona

ait Inula graveolens gaz kromatogrofisi-kiitle spektroskopisi ile analiz edilmistir. Analiz

15



edilen toplam kompozisyonun %90 kadarini oksijenli bilesenler olusturmaktadir. Dort
ana bilesen olarak bornil asetat (%70,6-72,3), t-kadinol (%1,4-13,4), borneol (%2,7—
12,4) ve Kkaryofillen oksit (%1,9-2,3) ve beraberinde 21 bilesik izole edilmistir. Iki
farklt popiilasyondan elde edilen yaglar, yiiksek bir bornil asetat igerigine sahiptir,
ancak borneol ve t-kadinol agisindan farklilik gostermistir. Calisma sonucu gostermistir
ki Liibnan menseili Inula graveolens ucucu yaglari oksijenli bilesikler acisindan
olduke¢a zengindir (Ghosn, vd., 2006).

Farkli bir ¢alismada ugucu yag gaz kromatogrofisi-kiitle spektroskopisi ile
belirlenmis ve 50 bilesenden %91 kadari isimlendirilmistir. Ana bilesenler olarak
borneol (%60,7 oraninda), PB-karyofillen (%8,3 oraninda) ve bornil asetat (%6,8
oraninda) belirlenmistir (Mirza ve Ahmadi, 2000).

lnula graveolens farmakolojik aktivitesi iizerine yapilan ¢calismalar

Yapilan bir ¢alismada Inula graveolens toprak {istii kisimlarinin ugucu yagi, yagin
Sabouraud’s dekstroz agar i¢inde seri olarak diliie edilmesiyle in vitro olarak Candida
albicans izolatlarina kars1 ¢alisilmis ve 10 Candida albicans izolati i¢in ugucu yagin
minimum inhibitér konsantrasyon degeri 30,675 mg/ml olarak bulunmustur (Aghel,
Mahmoudabadi ve Darvishi, 2011).

Baska bir ¢alismada Inula graveolens ugucu yaginin antibakteriyel etkileri dokuz
farkli mikroorganizmaya karsi incelenmistir. Bunlar; Gram-pozitif bakteriler de dahil
olmak tizere ATCC tipi mikrobiyal tiirler (S. aureus, E. faecalis, B. subtilis), Gram
negatif bakteriler (E. coli, P. aeruginosa), maya (C. albicans, C. glabrata) ve mantarlar
(A. niger, A. parasiticus) seklindedir. Tiim test edilen tiim mikroorganizmalara karsi
minimum inhibitdr konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon degerleri
sirasiyla 0,25-4 ve 1-8 mg/ml araligindadir. E. faecalis ve C. glabrata, en diisiik
minimum inhibitdr konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon degerlerine
sahip en duyarli mikroorganizmalarken 05 ve 1 mg/ml, en az duyarh
mikroorganizmalar S. aureus ve E. coli olarak bulunmustur. (4 ve 8 mg/ml).
Antioksidan etkiye bakildiginda ise Inula graveolens yag aktivitesinin incelenmesinde,
10 ul yag, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal konsantrasyonunu 1mM
troloks'inkinden daha yiiksek bir etkinlikle 70 dakika gibi bir siirede azaltmistir. Inula
graveolens’e ait yag DPPH radikalini %32,3'e diistirmiistiir (Mahmoubi, 2011).

Yapilan bir ¢alismada Inula graveolens ugucu yaglarinin antibakteriyel aktivitesi,
hiicresel diizeyde etki incelenerek Staphylococcus'a (ATCC 6538P) karst MIK ve MBK
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degerleri degerlendirilmistir. Zaman ve tedavi dozunun hiicre canliligi iizerindeki
etkileri, zaman Oldiiriicii ve bakteriyoliz analizleri ile belirlenmistir. Transmisyon
elektron mikroskobu ile belirgin yapisal degisiklikler gozlenmistir. Ugucu yaglar igin
bakterisit bir inhibisyon modu olusturulmus, S. aureus’ un hiicre canliligini hizla
azaltmistir (5 mg/ml). Hiicre c¢eperinin kalinlasmasi ve sitoplazmik igeriklerin
toplanmasi, ucucu yaglarin MIK ile muamele edilmig S. aureus hiicrelerinde
gozlenmistir. Sonuglar, sitoplazmik membranin ve hiicre duvarinin, Inula graveolens
ucucu yaglariin toksik etkisinde kaldigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, sicak ve
soguk suyla ekstraksiyon ve sonra liyofilizasyon ile elde edilen Inula graveolens
ekstrelerinin S. aureus ve S. faecium hiicrelerine karsi etkisiz oldugu bildirilmistir.
(Guinoiseau, vd., 2010).

Ugucu yaglar ile antibiyotiklerin beraber kullanilmasi bakteriyel direncin
iistesinden gelmek i¢in yeni denenmeye baslayan bir metoddur. Yapilan bir bagka
calismada antibakteriyel etkisi bulunan ugucu yaglarin geleneksel antibiyotikler ile
kombinlenmesinin sinerjistik ve aditif etkisi olabilecegi gozlenmistir. Calisma igin ¢ok
yiiksek antibakteriyel etkinligi olmayan Inula graveolens (L.) Greuter segilmistir. Yagin
igeriginde en fazla bornil asetat ve borneol bulunmaktadir. Ugucu yag broth
mikrodiliisyon yontemi ile MIK ve MBK degerlerini tayin etmek igin on ii¢ bakteri
modeline karst degerlendirilmistir. Gram pozitif olanlarin Gram negatiflere gore daha
hassas oldugu gosterilmistir. Referans antibiyotik olarak tetrasiklin, streptomisin ve
kloramfenikol kullanmilmistir. En iyi antibakteriyel aktivite ugucu yagin kloramfenikol
ile beraber kullanilmasiyla elde edilmistir. Kombinasyonda sinerjistik etki yiizde 60
olarak kaydedilmistir. En yiiksek aditif etki ylizdesi 44,4 ile tetrasiklin
kombinasyonunda goriilmiistiir. En yiiksek antagonistik etki yiizde 55,6 ile streptomisin
kombinasyonunda goriilmiistiir. Kombinasyonlarin en fazla P. mirabilis ATCC 12453’e
kars1 etkili oldugu goriilmiistiir (Miladinovic, vd., 2016).

Bir bagka calismada Inula graveolensin toprak istii kisimlarinin metanollii ve
asetonlu ekstresi  Shigella dysenteriae [PTCC1188], Pseudomonas aeruginosa
[PTCC1430], Escherichia coli [PTCC1399], Staphylococcus aureus [PTCC1431],
Bacillus cereus [PTCC1015], Salmonella typhimurium [ATCC1596], Staphylococcus
epidermidis [PTCC1114], Enterococcus faecalis [PTCC1393], Klebsiella pneumoniae
[PTCC1291] bakterilerine kars1 degerlendirilmistir. Metanolik ekstrenin Staphylococcus

epidermidis, Enterococcus faecalis ve Klebsiella pneumoniae bakterilerine karsi daha
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etkili oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada antioksidan aktiviteye de bakilmig, Inula
graveolens’in toprak istii kisimlarinin metanolik ve asetonlu ekstresinin aktivitesi
DPPH radikali kullanilarak spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Metanolik
ekstre Ozellikle asetonlu ekstreye gore daha giiclii antioksidan aktivite gostermistir.
(Mazandarani, Ghafourian ve Khormali, 2014).

Bir baska calismada Inula graveolens ve Inula viscosa yapraklar1 beraber
kullanilmis olup kloroform petrol eteri ve etanol ile ekstre edilmislerdir. Fitokimyasal
incelemeye bakilarak her iki tiirde de flavonoit, tanen, steroidal triterpen varligindan
bahsedilebilir. Inula graveolens’e ait petrol eteri, kloroform ve etanol oziitlerinin
antimikrobiyal etkileri Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherishia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans’a kars1 (dimetil
stilfoksit igerisinde 20, 40 ve 80 ul %5 konsantrasyonda) arastirilmistir. Ekstreler
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus ve Candida albicans’a
karst konsantrasyona bagli antimikrobiyal etkiler gostermistir. En etkili ekstre petrol
eteri ekstresi olarak kaydedilmis ancak tiim ekstreler yiiksek konsantrasyonlarda
(dimetil siilfoksidde %5 konsantrasyonun %401) Escherishia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi antimikrobiyal etkiler gostermistir.
(Al-Snafi, 2018).

Yapilan farkli bir ¢alismada Inula graveolens yaginin insektisidal aktivitesi
arastirilmigtir. Kullanilan yagdaki ana bilesenler ve oranlari; bornil asetat (%63,9),
borneol (%25,6), ve kafur (%3,6) seklindedir. Olii sinek yogunlugu ugucu yaga
maruziyetten 15, 30, 60, 90, 120 dakikalar sonra sayilmistir. Yetiskin Mayetiola
destructor sinegi iizerinde %0, 10, 16,66 ve 33,33 ve 50 oranlarinda oldiiriicii etkiye
sahip oldugu gozlenmistir (Lamili, vd., 2001).

Bir baska c¢alismada Inula graveolens yapraklarinin metanollii ekstresinin
antioksidan aktivitesi DPPH radikali kullanilarak degerlendirilmistir. Ekstrenin 1C50
(%50 inhibisyon saglayan antioksidan konsantrasyon) degeri 86,67 + 1,59 mg/l olarak
bulunmustur (Boudkhili, vd., 2011).

Asfhar, vd. (2015)’in yapmis olduklar1 bir ¢alismada total fenolik, flavonoit ve
flavonol igerik ve antioksidan aktivite Inula graveolens icin degerlendirilmistir. Inula
graveolens e ait farkli organlarda total fenol ve flavanoit miktarlar farklidir, yaprak ve
ciceklerde koklere gore belirgin derecede oranlari fazladir. Flavonol miktari ise ¢igek

yaprak ve koklerde belirgin derecede farkli degildir, en diisiik koklerde gozlenmistir.
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Bitkinin farkli organlarinin o6ziitlerinde antioksidan aktivite ile fenolik bilesikler
arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur.

Yapilan bir bagka ¢alismada Inula graveolens metanolik ekstresi doza bagl bir
sekilde trombosit agregasyon inhibitorii 6zelligi gostermistir. Maksimum inhibisyon
heparin ile kiyaslandiginda 400 pg/ml dozunda gozlenmistir. Aym1 ¢alismada Inula
graveolens metanolik ekstresinin ishal dnleyici etkisi sicanlarda incelenmistir. 200 mg
doz ve 400 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde, diskilama oranini azaltarak ve aktif
komiiriin normal saline grubu ile kiyaslandiginda bagirsaktan gegis Siiresini azaltarak,
ekstre Onemli derecede diyare Onleyici etki gOstermistir. Etki doza bagimhidir ve
loperamide benzer sekildedir (15 mg/kg). Yine ayni ¢alisma igerisinde Inula graveolens
metanolik ekstresinin antipiretik aktivitesi si¢anlarda incelenmistir. Metanolik ekstre
(400 mg/kg) sicanlarda maya kaynakli viicut sicakligr yiikselmesinde belirgin derecede
doza bagimli antipiretik aktivite gostermistir. Inula graveolens metanolik ekstresinin
antiinflamatuar ve antinosiseptif aktivitesi farelerde incelenmistir. Metanolik 400 mg/kg
dozda diklofenak sodyum (50 mg/kg) ile kiyaslandiginda ekstre belirgin derecede
antiinflamatuar ve antinosiseptif etki gostermistir. Ekstre doza bagimli sekilde pati ve
kulaktaki 6demi yok etmistir. Doza bagimli analjezik etki kimyasal (writhing test) ve
termal (hot-plate test) uyaranlarina karsi elde edilmistir. Ekstre kanin 1s1 ile indiikklenmis
trombosit agregasyonuna karsi da degerlendirilmistir (Al-Fartosy, 2013).

Bitkilerin antiproliferatif etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada Inula graveolens
bitkisinden elde edilen ekstre MCF-7 hiicre hattina kars1 giiglii antiproliferatif (IC50
3,83 mg/ml) ve sitotoksik aktivite (IC50 degeri 5,83 mg/ml) gosterirken, 50 mg/ml'de
A549 ve HL60 hiicrelerine karsi aktivite gostermemistir (Abu-Dahab ve Afifi, 2007).

Baz1 Inula tiirlerinin antifungal antibakteriyel antiviral sitotoksik aktiviteler ve
oksidatif stres ve genotiksisiteye karsi koruyucu etkisi oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir
calismada Inula viscosa, Inula graveolens ve Inula crithmoides (Asteraceae)
bitkilerinden elde edilen hekzan, kloroform ve metanollii ekstrelerde Fusarium
oxysporum'un ii¢ fitopatojenik izolati, FOM (F. oxysporum f. sp. melonis), FOL (F.
oxysporum f. sp. Lycopersici), FOT (F. oxysporum f. sp. tuberosi) ve Trichoderma
tirlerine kars1 (Trichoderma harzianum ve Trichoderma viride) antifungal aktivite
degerlendirilmistir. Inula graveolens solventin tiiriine bagl olarak (en fazla metanollii
ekstrede en az kloroformlu ekstrede olmak iizere) ¢igekten elde edilen ekstrenin

aktivitesi kok ve yapraktan elde edilen ekstreden daha aktif olacak sekilde antifungal
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aktivite gostermigtir. Organik bilesikler biyofungisit olarak fitopatojenik mantarlar
tizerinde kullanilabilir. Yine de bu tiir ekstrelerin etkinligi mantarin gosterdigi dirence
de baghdir. Daha fazla ¢alisma yapilarak bitki ekstresinin etkinligi gozlemlenebilir
(Omezzine, vd., 2011).

Bitki iizerinde yapilan farkli bir fitokimyasal arastirmada biyolojik aktif ikincil
metabolitlerin  izolasyonu  yapilmistir.  Bunlar  6desmanolitler,  guaianolitler,
psodoguaianolitler, ksantanolitler, dimerik seskiterpenler, flavonoitlerdir. Inula
graveolens ugucu yag antimikrobiyal, antikandida, asetilkolinesteraz inhibit6r
aktivitelere sahiptir. Yag buhar distilasyonu ile elde edilmis ve gaz kromatografisi-kiitle
spektroskopisi ile analiz edilmistir. Bitkiden elde edilen yagin ana bileseni olan bornil
asetat HelLa (insan serviks karsinomu), HT 29 (insan kolon karsinomu), A549 (insan
akciger karsinomu) normal hiicreleri iizerinde ¢alisilmistir. Sitotoksisite, LDH (laktat
dehidrojenaz) sitotoksisite tespit Kiti ile gergeklestirilmistir. Ugucu yag ve bornil asetat
hiicreler iizerinde belirgin derecede etki gdstermistir. HeLa hiicre dizisinde bornil asetat
ve ucucu yag standart olarak kullanilan sisplatine gore daha iyi aktivite gostermistir.
HT-29 hiicrelerinde de aymi etki gozlenmis, Ugucu yag ve bornil asetat, A549 hiicre
hatlarinda en biiyiik tiimor 6zgiilliiglinii gostermistir. Ucucu yag, MCF-7 (insan gogiis
adenokarsinomu) kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerinde 6nemli bir inhibisyon etkisine
sahiptir. Esansiyel yag, standart Sisplatin ile karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda
iistlin inhibisyon etkisi gostermistir. Bornil asetat ayrica sisplatinden daha iyi aktivite
gostermistir. Bu ¢aligmada tiim tiimor hiicrelerinde doza bagl bir diisiisiin, ugucu yag ve
bornil asetat ile indiiklendigi gosterilmistir. Sonug olarak Inula graveolens ucucu yagi
potansiyel bir anti-kanser ajan olabilir denilmistir (Karan, vd., 2018).

Yapilan farkli bir ¢alismada flavonoitler ve fenolik bilesiklerin yaygin olarak
bitkilerde daginik halde bulunmasina ayrica antioksidan, antiinflamatuar,
antikarsinojenik vb etkileri bulunmasina deginilmistir. Inula graveolens ‘ten elde edilen
metanolik ekstrenin antioksidan aktivitesi f-karoten bleaching (agartma) metodu ile
tespit edilmistir. Inula graveolens metanolik ekstresinin antioksidan aktivitesinin hem
fenolik hem de flavonoit bilesiklerin daha yiiksek igerigine baglanabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu ¢alisma Inula graveolens’in antioksidan aktiviteye sahip oldugunu one
stirmektedir (Al-Fartosy, 2011).

Alman pek ¢ok tedbire ragmen gelismis ve gelismekte olan iilkelerde en yaygin

kanser tiirlerinden birisi olan gogiis kanseri ilizerinde yapilan bir c¢alismada Inula
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graveolens (L.) Desf. ve I. viscosa (L.) Aiton (Asteraceae) antiproliferatif aktivitelerine
bakilmasi amaci ile MCF7 ve T47D gogilis kanser hiicrelerine karsi incelenmistir.
Sisplatin ve doksorubisin ile kiyaslandiginda Inula viscosa’nin inaktif olmasina karsin
Inula graveolens etanollii ekstrelerinin kanserli hiicrelere karsi biiyiikk Olciide aktif
oldugu gozlenmistir. Inula graveolens etanolik ekstresinin antiproliferatif aktivitesi
MCF7 ve T47D hiicre zincirleri iizerinden incelenmis ve ekstrinsik proapoptoz yolu ile
iliskili oldugu bulunmustur (Kasabri, vd., 2017).

Yapilan bagka caligmada arastirmacilarin iki farkli zamanda bitki iizerinde
calistign goriilmiistiir. 1992 yilinda yapilan ilk g¢alismada 3a-hidroksi-6desm-4-en-
12,6B-olit isimli yeni seskiterpen laktonu kesfedilmistir. Beraberinde ¢ok sayida bilinen
seskiterpen asidi, flavonoit ve aromatik bilesik kesfedilmistir. 1993 yilinda yapilan
calismada ise bitkinin toprak tstii kisminda yeni bir 6desmanolit *11,13 dihidroivalin®’
izolasyonu saglanmistir. Bununla beraber bilinen 4 seskiterpen laktonu, ivalin,
inuviscolit, 8-epiinuviscolit, 8-epiksantin-1p-epoksit de izole edilmis, elde edilen
izolatlar P-388 (murin lemfositik 16semi), KB-3 (nazofaringeal karsinoma) ve KB-V1
(vinblastin direncli) hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite bakimindan degerlendirilmistir.
Ivalin kayda deger bir aktivite gdstermistir. Ivalinden hazirlanan ivalin asetatmn
neredeyse esit derecede aktif oldugu gozlenmistir. Bu c¢alisma ile beraber kesfedilen
11,13-dihidroivalin ve inuviscolit ise inaktif bulunmustur. Ayrica calismadan elde
edilen izolatlar Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S.
epidermidis (ATCC 12228), Proteus mirabilis (ATCC 14153), Escherichia coli
(ATCC8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Pseudomona aeruginosa (ATCC
1539), Enterococcus (clinical isolate), Streptococcus (klinik izolat) ve Candida albicans
(ATCC 10231) suslarina karst da degerlendirilmistir. Calisma sonucunda karabron,
inuviskolit ve 7-O-metilaromadendrin izolatlarinin S. epidermidis tizerinde zay1f etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir (Topgu, vd., 1993).

Yapilan bir baska ¢aligmada Inula graveolens bitkisinin AChE (asetilkolinesteraz)
aktivitesi arastirllmistir. Ugucu yag eldesi buhar distilasyonu ile saglanmistir. I.
graveolens (Asteraceae) yaginda dokuz bilesen tanimlanmistir ve ana bilesenler bornil
asetat (%54), borneol (%20) ve kamfen (%4,9) gibi bisiklik monoterpenlerdir. Ugucu
yaglarin ve bilesenlerinin mikroplate assay methodu ile AChE inhibitor aktiviteleri
degerlendirilmistir. Inula graveolens yagmin inhibe edici aktivitesi, Artemisia

dracunculus (lot7) yaginin beste biri ve IC50 degeri 0,27 mg/mL olarak bulunmustur.

21



Boylece ilk defa bitkinin AChE inhibitor aktivitesine ulasilmistir (Dohi, Teresaki ve
Makino, 2009).

Yapilan bagka bir ¢alismada Inula graveolens, Laurus nobilis, Pistacia lentiscus
ve Satureja montana tiirlerinin ugucu yaglarmin kimyasal kompozisyonu gaz
kromatogrofisi-kiitle spektroskopisi analizi ile belirlenmistir. Inula graveolens’ten elde
edilen ugucu yagin ana bileseni bornil asetat olarak belirlenmistir. Campylobacter jejuni
CECT 7572 tizerinde standart agar-disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite
gozlenmis ve MIK degerlerinin degerlendirmesine bakilarak en aktif ugucu yagin Inula
graveolens’ten elde edilen ugucu yag oldugu goriilmiistiir (Dienane, vd., 2012).

Yapilan bir bagka ¢aligmada bitkinin fitotoksik aktivitesi yani farkli bitkilerin
biiyiimesi tizerindeki inhibe edici etkisi lizerinde durulmustur. THA (2,3,11B, 13-
tetrahidroaromatikin) ve ilisik asidin izolasyonu sonucu bu iki bilesen kaynakli selektif
ve belirgin fitotoksik aktivite gézlenmistir (Abu Irmaileh, vd., 2015).

Bitkinin fenolik profili ve antioksidan aktivitesinin arastirildigt bir baska
calismada bitkinin yapraklarindan elde edilen etanollii ve sulu ekstresi kullanilmistir.
DPPH radikali ile antioksidan kapasitesine bakilmis, SK-KS/KS (s1v1 kromatogrofisi-
kiitle spektroskopisi/kiitle  spektroskopisi) analizleri ile de ekstrenin fenolik
kompozisyonu tayin edilmistir. Sonuglara bakildiginda ana fenolik bilesenler olarak
klorojenik asit, kinik asit, hiperozit, protokatesik asit ve kersetin ana fenolik bilesikler
olarak  bulunmustur. Bitkinin antioksidan aktivitesinin  fenolik  bilesiklere
baglanabilecegi belirtilmistir (Silinsin ve Bursal, 2018).

Cesitli Inula tiirleri tizerine yapilan bir ¢aligmada Inula graveolens metanolik
ekstresinin antioksidan aktivitesi degerlendirilmis ve giiglii antioksidan aktiviteye sahip
oldugu goriilmistiir. Calismadan elde edilen verilerde %96 oraninda demir iyonu
baglama ve sirasiyla %93,43 ve %91,38 oranlarinda siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikali baglama yetenegi oldugu gozlenmistir. Calismadan elde edilen verilere gore
metanolik ekstrenin oksidatif stresle iligkili hastaliklar iizerinde etkili olabilecegini
soylemek miimkiindiir (Kaur ve Chalal, 2014).
2.3.1.1.7. Bornil asetat ve borneol

Ugucu yagin ana bilesenleri bornil asetat ve borneolden asagida kisaca
bahsedilmistir. Bitkinin ugucu yaginin yiiksek oranlarda asagidaki bilesikleri igermesi,

bilesikler tiizerinde daha oOnce yapilan calismalar goz Oniline alindiginda yeni
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calismalarin kapisini aralayabilir ve bitki ugucu yagmin cesitli etkilerinin ortaya
konulmasini saglayabilir.
Borneol

Bisiklik monoterpen bir bilesik olan borneol pek cok bitkinin ugucu yaginda
bulunabilen bir bilesiktir. Japon ve ¢in geleneklsel tibbinda analjezik ve anestezik olarak
kullanilmigtir (Granger, Campbell ve Johnston, 2005). Sinonimleri: bisiklo (2.2.1)
heptan-2-ol; 1,7,7-trimetil-endo, borneokafur, dl-borneol, bornil alkol, 1,7,7-
trimetilbisiklo (2.2.1) heptan-2-ol seklindedir. Formiilii C10H18O’dur. FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan ¢esni olarak onaylanmistir (Bhatia, Letizia ve Api,
2008). Farmakolojik olarak ¢ogunlukla sentetik borneol kullanilir (Yan-Yu, Qi-Neng ve
Zhi-Peng, 2007). Ugucu yaglardan elde edilen renksiz, kristalimsi bu monoterpen
bilesen antibakteriyel, antifungal, antispazmotik ve sakinlestirici etkilere sahiptir
(Tabanca, vd., 2001).

OH

H

Sekil 2.1. Borneol molekiil sekli (http-7)
Bornil asetat

C12H2002 kapal1 formiiliine sahiptir. Endo-1,7,7-Trimetilbisiklo (2.2.1) hept-2-ol
asetat diger ismiyle bilinen bilesiktir. Renksiz kristaller veya renksiz sivi halindedir.
Suda az ¢oziiniirken %96 lik etanolde kolaylikla ¢oziiniir (European Pharmacopoeia
2015). Bornil asetatin antioksidan aktivitesi (Kim, vd., 2013), antiinflamatuar aktivitesi
(Yang, vd., 2014), analjezik etkisi (Wu, vd., 2005) oldugu daha oOnce yapilan

caligsmalarla gosterilmistir.
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CHs

HC O

Sekil 2.2. Bornil asetat molekiil sekli (http-8)

3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Bitkisel Materyal

Inula graveolens 2017 Temmuz 2017 Eylil ve 2018 Eyliil olmak tizere 3 farkli
zamanda toplanmistir. Ornekler Bursa Inegdl ilgesinde yol kenarlarindan alinmistir,
nemsiz ve karanlik yerde kurutulup muhafaza edilmistir. Kimyasal ve biyolojik aktivite

deneyleri i¢in toprak iistli kisimlar (herba) kullanilmaistir.

Gorsel 3.1. Inula graveolens (L.) Desf. ¢igeksiz
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Gorsel 3.3. Inula graveolens (L.) Desf- e ait ¢esitli kesitler (http 9)
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3.2. Yabanc1 Madde Miktar Tayini

Bitkiye ait kuru drogdan 50 g tartilmis, diiz bir zemin iizerine serilmistir. Yabanci
madde olup olmadigi incelenmistir. Drogda bulunan yabanci maddeler uzaklastirilip
tartilmis ve yiizdesi hesaplanmistir. (Incelemede 2018 Eyliil ayinda toplanan cicekli

materyal kullanilmistir.)

Gorsel 3.4. Inula graveolens (L.) Desf. e ait kuru drog

3.3. Su Miktar Tayini

250 ml hacminde 2 ayr1 balona 200 ml toluen R ve iizerine 2 ml distile su
eklenmistir. Su distilasyon apareyi yerlestirilerek isleme baslanmistir. Islem dereceli
kisimda su miktar1 degisiklik gostermeyene kadar yaklagik 15-20 dk siirmiis ve siire
sonunda sistem sogutulmustur. Apareyde toluen tarafindan absorblanmayan su miktari
kaydedilmistir (a). Devaminda su miktar tayini i¢in ayrilan drogdan 10 gram ornek
tartilip ayn1 balona yiiklenerek isleme baslanmigtir. Su miktarinin gézlendigi dereceli
kisimda degisiklik olmadigi siire sonunda sistem sogumaya birakilmistir. Ardindan
toplanan su miktar1 okunmustur (b). Okunan degerden ilk elde edilen deger
cikartlmistir. Bulunan sonuca gére 100 gram drogun tagimis oldugu su miktari agsagidaki
esitlige gdre hesaplanmistir. (Incelemede 2018 Eyliil ayinda toplanan cigekli materyal

kullanilmistir).

% Su Miktari= [(b-a) /10] x 100 (3.1)
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a: birinci distilasyonda elde edilen suyun milimetre olarak miktari

b: ikinci distilasyonda elde edilen toplam suyun milimetre olarak miktar

i

Gorsel 3.5. Su miktar tayini aparati

3.4. Ucucu Yag Miktar Tayini

Oncelikle apareylerin 3 saat siiresince yikama islemi yapilmigtir. Bitkisel
materyalden 4 ayr1 50 gram agirliginda drog tartilip 2 litrelik cam balona konulmustur.
Uzerine 1000 ml distile su eklenip 3 saat siireyle laboratuar dlgekte clevenger apareyi
ile distilasyon islemi yapilmistir. Sonrasinda bir siire sogumaya birakilmistir. Apareyin
ucucu yagi toplandigr yerde ugucu yag damlaciklar1 gozlenmistir. Sonrasinda elde

edilen ugucu yaglar +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Gorsel 3.7. Elde edilen ugucu yag

3.4.1. Gaz kromatografisi (GK)/(AID) ve gaz kromatografisi/ kiitle spektrometrisi
(GK/KS) ile ugucu yagin kimyasal bilesiminin belirlenmesi
Ucucu yag eldesi ve analizi GK/AID (gaz kromatogrofisi/alev iyonlasma
dedektorii) ve GK/KS (gaz kromatogrofisi/kiitle spektroskopisi) sistemleri kullanilarak

bulunmustur.
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3.4.1.1. Gaz kromatografisi (GK)/alev iyonizasyon dedektorii (AID)

Ugucu yaga ait bilesiklerin rolatif yiizdelerinin belirlenmesi amaciyla GK sistemi
kullanilmistir. Bu amagla Agilent 6890N GK sistemi, HP-Innowax (60 m % 0.25 mm O,
0,25 pm film kalinlig1) polar kolon ve tasiyici gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hiz1)
ile islem gergeklestirilmistir. Islem sirasinda enjeksiyon port sicakligr 250 °C’dir ve 300
°C sicaklikta AID tip detektdr kullanilmistir,

3.4.1.2. Gaz kromatografisi (GK)/Kiitle spektrometre (KS)

Ugucu yaga ait bilesiklerin kiitle spektrumlari GK/KS kullanilarak analiz
edilmistir. Agilent 5975 GK/KSD sistemi, HP-Innowax (60 m % 0,25 mm @, 0,25 pm
film kalinlig1) polar kolon ve tasiyici gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hizi)
kullanilmigtir. Enjeksiyon portu 250°C’dir. 70 eV elektron enerjisi ile 35-450 m/z kiitle
agirligindaki maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. 60°C’de 10dk, 4°C/dk artisla
220°C’ye, 220°C’de 10 dk, 1°C/dk artisla 240°C’ye yiikselen toplam 80 dakikalik
sicaklik programi uygulanmistir. Degerlendirme islemlerinde “Baser Ucucu Yag
Bilesenleri Kiitiiphanesi” ve Wiley GK/KS, MassFinder 3.0 Kiitiiphane Tarama
Yazilimlar kullanmilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989), (Koenig ve Joulain, 2004).

3.5. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkisel materyalin toprak istli kisimlar1 kabaca ufaltildiktan sonra 20 g olarak
tartilmistir. Sonrasinda etil asetat, hekzan, kloroform ve metanol ile ekstre edilmistir.
Ekstraksiyon islemi 24 saat stirmiistiir. Elde edilen ekstreler rotavaporda (<40°C) ‘de

yogunlagtirtlmistir. Ardindan verimlilik hesaplamasi yapilmistir.

29



Gorsel 3.8. Ekstrelerin elde edilme asamasi

Gorsel 3.9. Rotavaporda ¢éziiciiniin ugurulmast iglemi

3.6. Biitiin Kiil

Daha onceden temizlenmis krozenin tartimi alinmistir. Ardindan 600 °C kiil
firminda yarim saat yakilmis, desikatdrde sogutma islemi yapilmistir. ikinci tartim
almip ikinci kez kiil firminda 600 °C ‘de yarim saat yakilip tekrar desikatorde
sogutulmustur ve tartilmistir. Ayni islem {igiincli kez tekrarlanip ve ii¢ asamali islem

sonunda kroze ortalamasi alinip kaydedilmistir.
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Drog sabit agirliga getirilmis kroze i¢inde 1 gram olacak sekilde tartilmistir. Sonra
sicakligit 600 °C olarak ayarlanmis kiil firminda 1 saat siireyle yakilmig, buradan
desikatore alinan numunelerin sogumasi beklenmistir. Ardindan tartim alimip bos
krozelerin agirlik ortalama darasi ¢ikarilarak elde edilen kiil miktart bulunur ve yiizde

cinsinden ifade edilmistir.

3.7. Asitte Erimeyen Kiil

Biitiin kiil igsleminden kalan kiiliin tizerine 15 ml distile su ve 10 ml HCI
eklenmistir. Ustiine saat cami konularak 10 dakika yavas yavas kaynatilmis desikatorde
sogutulmustur. Sonra kiil birakmayan siizge¢ kagidindan siizme islemi yapilmistir.
Siiziintii notr olana kadar sicak distile su ile yikanip, .ph metre ile takip edilmis,
notrlesme islemi sona erdikten sonra filtre kagidinin Kkroze iginde kurumasi
beklenmistir. Ardindan 600 °C’ye ayarlanmis kiil firininda 3 saat yakma islemi
yapilmistir. Desikatérde sogumasi beklenmis, Sabit tartima getirilen kiiller ylizde
miktar1 olarak hesaplanmistir.
3.8. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Calismalar; mikroorganizmalar, besiyerleri, sterilizasyon, inkiibasyon islemi ve
mikrodiliisyon yontemi olarak siniflandirilabilir.
3.8.1. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan Gram negatif bakteriler (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium), Gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis) ve mantarlar (Candida albicans ve Candida krusei)
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu, American Type Culture Collection)’dan liyofilize
halde temin edilmistir.
3.8.2. Besiyerleri

MHA (Mueller Hinton Agar) ve PDA (Potato Dextrose Agar) besiyerleri hazir

olarak temin edilmis ve distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir (CLSI, 2007).

3.8.3. Sterilizasyon
Deneyler boyunca kullanilan laboratuvar malzemeleri, besiyerleri ve kontamine
olan malzemeler 121°C’de, 1,5 atm basing altinda 20 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
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3.8.4. Mikroorganizmalarin inkiibasyonu

Aktivite c¢alismalarinda kullamlan Escherichia coli (NRRL B-3008),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583), Salmonella Typhimurium (ATCC 13311),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (NRRL B-3711), Bacillus subtilis
(NRRL B-4378) MHA, Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258
icin de PDA besiyeri olarak kullanilmigtir. Kullanilan besiyerleri +4 °C’de saklanmustir.
Saflik bakimindan kontrolleri yapilip, %15°lik gliserol i¢inde -85 °C’de saklanan
mikroorganizmalar hazirlanan besiyerlerine ekilmistir. Etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek ¢ogaltilmislardir. Gelisen kiiltiirler McFarland No: 0.5 tiipline gore bulaniklik
ayar1 tiirbidometre kullanilarak yapilmistir (CLSI, 2007).
3.8.5. Mikrodiliisyon yontemi

Deneylerde 96 kuyucuklu “U” tipi mikro plakalarni kullanilmistir. Standart
maddeler i¢in 12 kuyucugun birincisine stok ¢6zeltisinden baslangi¢ konsantrasyonu 20
mg/mL olan ¢ozeltiden 100’er puL olacak sekilde eklenmistir. 100 pL alinarak c¢ift kath
seri diliisyon yapilmistir. Yogunlugu ayarlanmis mikroorganizmalar MHA ve PDA ile
seyreltilmis ve plakalara 100’er L uygulanmistir. Hazirlanan plakalar 37" C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 20 pL resazurin ¢ozeltisi ilave edilmis ve
37" C’de 3 saat inkiibasyona birakilarak renklenme ile teshisi saglanmistir. Sonuglar
minimum inhibisyon konsantrasyonlart mg/ml seklinde belirlenmistir (CLSI, 2006).
Besiyeri ve mikroorganizmalarin bulundugu kuyucuklar treme kontrolii, sadece
besiyerinin bulundugu kuyucuklar sterilite kontrolii, bakteriler i¢in siprofloksasin ve
funguslar i¢in ketakonazol antibiyotiginin bulundugu kuyucuklar ise pozitif kontrol
olarak degerlendirilmistir. Deneyler iki tekrarli olarak yapilmis ve sonuglar ortalamalari

olarak verilmistir.

3.9. Antioksidan Aktivite Calismalari
3.9.1. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH ¢) radikalini siipiiriicii etki tayini

Bu yontem ilk defa Blois (1958) tarafindan ortaya atilmistir (Ardag, 2008). DPPH
radikali (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir
(Albayrak, Sagdic ve Aksoy, 2010). Koyu menekse renklidir (Biiytiktuncel, 2013) ve
antioksidanla karsilaginca renk kaybolur. Bu olay absorbans degeri sabit kalana dek
stirer (Albayrak, Sagdi¢c ve Aksoy, 2010). Olduke¢a basit ve kullanim1 yaygin olan bir
metottur fakat 11k, kirlilik gibi ¢evresel faktorlere hassasiyet gostermektedir (Okan, vd.,
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2013).

Deney esnasinda radikalin 100 pM lik etanolik ¢ozeltisi kullanilmistir. Numune
DPPH radikali ile muamele edildikten sonra 50 dakika siiresince karanlikta bekletilmis
ardindan 517 nm’de asbsorbans Ol¢limii yapilmistir, standart olarak askorbik asit

kullanilmistir (Berkoz ve Yalin, 2009).

B + Antioksidan ———»

NO, NO;

Sekil 3.1. DPPH radikali molekiil yapisi ve antioksidan ile verdigi reaksiyon (Yavaser, 2011)

3.9.1.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanist

0,1 mM DPPH e ¢ozeltisi: 3,94 mg DPPH tartilip etanol ile ¢o6ziiliip hacmi 100
ml* ye tamamlanmistir.

Askorbik asit ¢ozeltisi: 4,40 mg askorbik asit 5 ml saf su ile ¢oziilerek 50000 uM’
lik askorbik asit standart1 elde edilmistir. Bu ¢ozeltiden 25 kat diliisyon ile 200 pM” lik
standart, buradan da 7 kat seri diliisyon yapilarak askorbik asit konsantrasyonlari
olusturulmustur.

Ekstreler: 1000 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltilerden 96-kuyucuklu plaklarin
kuyucuklarina sirasiyla 100’er pl aktarilmistir ve her ekstre kendi ¢oziictsii ile iki katl
7 seri diliisyon yapilarak seyreltilmistir.
3.9.1.2. Deneyin yapilisi

Hazirlanan bitki ekstrelerinin DPPH radikalini siipiiriicii etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan pipetlemeler Tablo 3.1.°de gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak
hazirlanan askorbik asit ¢ozeltisi konsantrasyonlart ve ekstrelerdan hazirlanan
konsantrasyonlar ve negatif kontrol olarak ¢oziiciiler ve kor olarak da etanolden 500’er
pl bulunan tiiplerin kor hari¢ hepsine hazirlanan DPPH < ¢ozeltisinden 500°er pl

eklenmistir. Mikroplaklara hazirlanan tim bu ¢6zeltilerden 200’er pl alinmistir ve 30
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dakika siireyle karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. UV absorbans 517
nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak oda sicakliginda okunmustir. Sonuglar,
ortalama + standart sapma (n=3) olarak ifade edilmis ve dogal antioksidan olarak
kullanilan askorbik asit ile karsilastirilmistir. Numuneler ve standartlarin radikal
stiptiriicti aktivitesi negatif kontrole oranla % olarak verilmektedir ve asagidaki formiil
ile hesaplanmistir (Yu, vd., 2002).

kontrol absorbans1 — numune absorbansi

0 - - - —
%Inhibisyon kontrol absorbans: x 100 3.2.)

Tablo 3.1. DPPH radikali ile antioksidan aktivite tayini icin deney esnasinda yapilan pipetlemeler

Kontrol Numune Standart
Coziciiler 500 - -
DPPHe Cozeltisi 500 pl 500 pl 500 pl
Ekstreler - 500 pl -
Standart - - 500 ul

3.9.2. Folin-Ciocalteu yontemi ile total fenolik bilesik tayini

Ik kez 1965 yilinda Singleton ve Rossi onermis ve sonrasinda gelistirilmistir
(Ardag, 2008). Bitki o&zlerindeki polifenoller, goriiniir 151k spektrofotometrisi ile
Olctilebilen mavi bir kompleks olusturmak i¢in spesifik redoks reaktifleriyle (Folin-
Ciocalteu reaktifi) reaksiyona girer. Folin-Ciocalteu yontemi birkag farmakopede
anlatilmistir.  Reaksiyon, fosforungstik-fosfomolibdenum  kompleksi tarafindan
olusturulan mavi bir kromofor olusturur, buradaki kromoforlarin maksimum
absorpsiyonu, alkalin ¢ozeltisine ve fenolik bilesiklerin konsantrasyonuna baghdir
(Blainski, Lopes ve Mello, 2013). FC reaktifi fosfotungustik (Hs:PWi.00) Ve
fosfomolibdik (H3:PMo012040) asitlerin karisimi olup fenol oksidasyonu sirasinda bu
oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktari
ile orantili olup spektofotometrede takip edilir (isbilir, 2008). Gallik asit standart olarak
kullanilmaktadir (Dinger ve Akg¢ay, 2000).

3.9.2.1. Kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanist
%20’lik Na:COs cozeltisi: 10 g Na.COs tartilmistir, saf su ile ¢oziliip hacmi 50
ml’ye tamamlanmuistir.

1:10 Folin-Ciocalteu reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 ml saf su
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eklenerek 1:10 oraninda seyreltilmistir. Tayin Oncesi hazirlanarak taze olarak

kullanilmastir.

Standartlar: 10 mg gallik asit 1 ml saf su ile ¢6ziilerek 10000 ug/ml’lik gallik
asit standarti elde edilmistir. Bundan 1000 pg/ml’lik standart hazirlanarak saf su ile
¢oziilmiistir. 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 pg/ml’lik gallik asit standartlari

seri diliisyon ile olusturulmustur.

Ekstreler: Ekstrelerden 1000 pg/ml konsantrasyonlarda stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. 1000 pg/ml konsantrasyonunda hazirlanan bitki ekstraktlart 1: 50

oraninda seyreltilerek 20 pg/ml konsantrasyonlar olusturulmustur.

3.9.2.2. Deneyin yapilist

Tablo 3.2°de belirtilen pipetlemeler 96 kuyucuklu mikroplakta yapilmistir.
Mikroplaklar oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. 700 nm’de
absorbans Olglilmiistiir. Her 6rnek igin dlgtimler iKi kere tekrarlanmistir (n=2). Sonuglar

gallik asit standart grafiginden yararlanilarak pg/mL olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.2. Toplam polifenol madde tayini

Kor Numune Standart
Coziiciiler 12,5
Ekstreler - 12,5 ul
Standart - - 12,5 ul
1:10 FC Reaktifi 62,5 ul 62,5 ul 62,5 ul
%20’lik Na.CO; Cozeltisi 125 ul 125 ul 125 ul

3.9.3. TAS (Toplam antioksidan statii) tayini

Toplam antioksidan statiiyii belirlemek i¢in Rel Assay Diagnostics tarafinca
tiretilen kit kullanilmigtir. Metodun isleyisine gore ekstrede bulunan antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli ABTS [2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] radikal
seklinden renksiz ve indirgenmis ABTS formuna geger. 660 nm’de absorbansin
degisimi ekstrenin toplam antioksidan kapasitesi ile iliskilidir. Tayin, vitamin E analogu
olan ve Troloks esdegeri (Troloks Equivalent) olarak adlandirilan kararli standart

antioksidan ¢ozelti olarak kullanilan referans madde ile kalibre edilmistir. TAS 6l¢timii
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kit prosediiriine uygun olarak asagida verilen tablo 3.3’teki gibi yapilmistir. Sonuglar

mmol Trolox Equiv./L olarak ifade edilir.

Tablo 3.3. TAS él¢iimii kit prosediirii

Ornek veya Standart 9ul
Reaktif 1

(Tampon ¢ozeltisi, Asetat tamponu) 150 ul
(**Karigtirilip absorbans Al 530 nm ’de okundu.)

Reaktif 2

(Prochromogen Cozeltisi, ABTS) 225 ul

(**37° C 5 dk inkiibasyondan sonra A2 530 nm ’de okundu.)

Hesaplama
A2-Al= AA
(3.3)

Absorbanslar arasindaki fark alindiktan sonra asagida verilen esitlik 2’ye gore

hesaplanir.

_ AA(6rnek)
x= AA(standart)

(3.4)

3.9.4. TOS (Toplam oksidan statii) tayini

Deney Erel tarafindan gelistirilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Bu yontemde
R1 (H2S04) reaktifi i¢inde ksilenol orange, gliserol ve NaCl ¢6ziindiiriilerek pH 1,75e
ayarlanir. R2 reaktifi (H2SOa) ise igerisinde demir amonyum siilfat hekzahidrat ve o-
dianizidin dihidrokloriir ¢oziinmesiyle hazirlanarak kullanilir. Ekstre Reaktif 1 ile
muamele edilip 530 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilir. Sonra Reaktif 2 ilave edilerek 5
dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilip 530 nm’de absorbans ol¢limii yapilmistir.
TOS ol¢iimii kit prosediiriine uygun sekilde asagidaki tablo 3.4.’te verilen sekilde
yapilmustir. Sonuglar pmol H202 Equiv./L olarak ifade edilir.
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Tablo 3.4. TOS é6l¢iimii kit prosediirii

Ornek veya standart 15 ul
Reaktif 1
(Tampon ¢dzeltisi, H2SO4) 100 wl

(**Karistirilip absorbans Al 530 nm’de okundu.)

Reaktif 2

(Substrat Cozeltisi, H,SOa, demir, o-dianizidin) 5uL
(*¥*37° C’de 5 dk inkiibasyondan sonra absorbans A2 530 nm’de okundu.

Hesaplama
A2- Al=AA
(3.3)

Absorbanslar arasindaki fark alindiktan sonra asagida verilen esitlik 3 ‘e gore

hesaplanir.

_ AA(6rnek)
x= AA(standart)

(3.4.)
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4. BULGULAR

4.1. Yabanc1 Madde Miktar Tayini Sonuclari
50 gram kuru drog i¢indeki yabanci madde miktar1 0,8 gram olarak bulunmustur.
Drog {iizerindeki yabanci maddelerin drogun yapiskan yapisindan kaynaklandigini

sOylemek miimkiindiir. Yabancit madde miktart %1,6 olarak hesaplanmistir.

4.2. Su Miktar Tayini islem Sonuclar

2018 yilinda toplanan cicekli bitkiler kullanilmistir. Deney 2 ayri1 balonda
yapilmis ve sonug¢ ortalama olarak hesaplanmistir. Birinci balondaki drog ig¢in ilk
okunan deger (al) 1,9, ikinci okunan deger ise (b1) 2,7dir. Ikinci balonda okunan ilk
deger (a2) 1,7, ikinci okunan degerse (b2) 2,7°dir. Denkleme gore verilen degerler
yazildiginda birinci balon i¢in elde edilen sonu¢ %8 ikinci balon i¢in %10’dur.

Ortalama hesap edildiginde drogun tasidigi su miktart %9 olarak bulunmustur.

4.3. Ucucu Yag Miktar Tayini islem Sonuclar
Clevenger apareyi kullanilarak 3 saat siiresince yapilan distilasyon islemleri
sonucunda yag miktari ¢ok az oldugu i¢in hekzanla alinmistir. Bu nedenle verim

hesaplamasi yapilamamaistir.

4.3.1. Inula graveolens ugucu yagimin kimyasal bilesimi

2017 wyilinda ¢icekli ve ¢iceksiz oOrnekler ile 2018 yilinda toplanan g¢igekli
orneklere ait ucucu yaglar incelenmistir. Inula graveolens bitkisinin toprak istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yag bilesimi GK/AID GK/KS sistemleri ile belirlenmis
ve %1’den biiyiik ana bilesenlerin bagil miktarlar1 belirlenmistir. Ugucu yaglarda ana
bilesenlerin borneol ve bornil asetat oldugu gozlenmistir. Bunlarin disinda farkh
oranlarda o-pinen, T-kadinol, selin-11en-4a-ol, karyofilledienol-II, B-karyofillen,
karyofillen oksit, pentakosan, hekzadekanoik asit, karyofillenol-1I, karyofillenol-1 de
saptanmistir. Analizi yapilan ilk ugucu yagda; bornil asetat, borneol, karyofillendienol-
I, Kkaryofillen oksit, selin-11en-4a-ol, Kkaryofillenol-I, B-karyofillen, T-kadinol,
karyofillenol-1l1 %1°den fazla oranda gdzlenen maddeler olmustur. Ikinci ugucu yagda;
bornil asetat, T-kadinol, borneol, karyofillendienol-Il, karyofillen oksit, selin-11en-4a-
ol, pentakosan, hekzadekanoik, [-karyofillen, karyofillenol-11, karyofillenol-I

gdzlenmistir. Ugiincii ugucu yagda; bornil asetat, borneol, T-kadinol, karyofillendienol-
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I1, karyofillen oksit, selin-11en-4a-ol, B-karyofillen gézlenmistir. Sonuncu ugucu yagda
ise bornil asetat, borneol, a-pinen, T-kadinol, selin-11en-4a-ol, karyofilledienol-II
gbzlenmistir.

Ugucu yag eldesi 4 kez tekrarlanmis ve sonuglar asagida tablo 4.1.°deki gibi

listelenmistir.

Tablo 4.1. Inula graveolens ugucu yagimin kimyasal bilesimi ornek 01, 02, 03, 04

Ana Bilesenler Ornek01 (>%1)  Ornek02 (>%1) Ornek03 (>%1)  Ornek04 (>%1)
a-Pinen - - - 2,1
Bornil asetat 43,1 36,2 48,2 43,0
B-karyofillen 1,8 1,2 1,2 3,0
Borneol 20,6 7,1 24,1 16,9
Karyofillen oksit 3,0 3,3 2,5 -
t-Kadinol 1,7 13,7 4,9 4,28
Selin-11-en-4a-ol 2,73 2,9 2,2 6,3
Karyofilledienol-II 4,68 51 3,2 7,5
Karyofillenol-I 1,9 1,0 - -
Karyofillenol-11 1,4 1,22 - -
Pentakosan - 1,9 - -
Hekzadekanoik asit - 1,74 - -

*Ornek 01: 2017 yilinda toplanan ¢iceksiz bitkinin ugucu yag1
*Ornek 02: 2017 yilinda toplanan gigekli bitkinin ugucu yag1

*Ornek 03 ve 04: 2018 yilinda toplanan gigekli bitkiden elde edilen ugucu yaglardir.

4.4, Ekstre Eldesi ve Elde Edilen Ekstrelerin Ozellikleri
Inula graveolens bitkisine ait toprak iistii kisimlar hekzan, kloroform, metanol ve
etil asetat ile ekstre edilmistir. 20 gram olarak kuru halde tartilan drogdan elde edilen

ekstreler verim hesab1 % seklinde yapilmstir.
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Hekzan kullanilarak elde edilen ekstrenin sari renkte ve daha yogun kivamda
oldugu gozlenmistir. Etil asetatli ekstrenin ¢ok yogun kivamli ve yesil renkte oldugu
gozlenmistir. Kloroform kullanilarak elde edilen ekstrenin yesil renkli ve partikiilli
oldugu gozlenmistir. Metanollii ekstre ise yine yogun kivamli ve yesil renktedir.

Ekstrelere ait verim hesaplamasi asagida tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Inula graveolens bitkisinin toprak iistii kissmlarindan elde edilen ekstrelerin verim % ’leri

Ekstreler 20 gram bitkide 100 gram bitkide
Etil asetat 15g 7,58
Hekzan 098 4,58
Kloroform 1,8¢g 93¢g
Metanol 34¢g 17 g

4.5. Kiil Miktar Tayini

Kiil miktar tayini islemi igin (n=3) olacak sekilde calisilmistir. Ilk tartim ve 3 kez
yakma sogutma isleminden sonra krozelerin agirliklar1 hesaplanmis ve ortalama
almmistir. Elde edilen sonuglara gore krozelerin ortalama agirlign 24,5479 olarak
bulunmustur. 1 saat yanan drogdan kalan kiil ile yapilan tartimlarin ortalamasi ise
24,64006 olarak bulunmustur. Aradaki fark alinip yiizdesi hesaplandiginda kiil miktari
%9,216 olarak bulunmustur.
4.6. Asitte Erimeyen Kiil

Asitte erimeyen kiil %0,89 olarak bulunmustur.

4.7. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:
Mikroorganizma gelisiminin inhibe edildigi konsantrasyonlar Tablo 4.3’te

gosterildigi gibi minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak belirlenmistir.
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Gorsel 4.1. Mikroplak diizenegi (boyama sonrast)

Tablo 4.3. Bitkiye ait farkli ekstrelerin tabloda belirtilen mikroorganizmalar tizerinde minimum inhibitor

konsantrasyon diizeyleri

Minimum Inhibitor ~Konsantrasyon (MIK) (mg/ml)

Ekstre EC PA ST BC BS SA
Kloroform 5 20 2,5 5 20 20
Metanol 2,5 20 5 2,5 10 10
Etil Asetat 20 20 5 2,5 10 10
Hekzan 20 20 2,5 10 10 5
Siprofloksasin 0,03 0,003 0,06 0,03 0,003 0,003
BS: Bacillus subtilis SA: Staphylococcus aureus

EC: Escherichia coli PA: Pseudomonas aeruginosa

ST: Salmonella typhimurium BC: Bacillus cereus
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4.8. Antioksidan Aktivite Sonug¢lari
4.8.1. Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini siipiiriicii etki tayini

DPPHe molekiilii ile antioksidan maddeler reaksiyona girerek hidrojenin
baglanmasina ve dogal olarak serbest radikallerin ortamdan temizlenmesine yol acarlar.
Bitkilere ait serbest radikal giderici etki DPPH « kullanilarak tayin edilmis, standart
olarak ise askorbik asit kullanilmigtir. Askorbik asit standart grafigi ve dort farkl

ekstrenin serbest radikal giderme yiizdeleri asagida verilmistir.

Gorsel 4.2. DPPH radikali giderme ¢alismasina ait pipetlemeler

100 A

80 A !

60 A

40 A

% inhibisyon

20

o+ : : : . :
0 50 100 150 200 250
C (ng/mi)

Sekil 4.1. Askorbik asit standart grafigi

42



Calismamizda standart madde olarak askorbik asit kullanilmistir. Askorbik asitin
konsantrasyona kars1 yiizde inhibisyon grafigi yukaridaki gibidir. Askorbik asitin 1C 50
degeri ise 4,67+0,09 pg/mL olarak bulunmustur.

Tablo 4.4. Ekstrelere ait inhibisyon ve yiizde derigim (ug/mL) degerleri

% derisim Inhibisyon K inhibisyon E inhibisyon M Inhibisyon H

500 89,667 89,750 94,055 81,972
250 89,250 89,667 93,777 81,416
125 87,917 86,750 90,333 80,503
62,5 85,333 85,167 85,583 79,583
31,25 81,833 83,333 82,222 78,861
15,625 80,917 80,417 80,944 78,416
7,81 79,833 79,250 79,583 77,944
3,9 78,833 78,667 79,25

(K: kloroform, E: etil asetat, M: metanol, H: hekzan)
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Sekil 4.2. Inula graveolens kloroformlu ekstresinin DPPH radikali giderme kapasitesi
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Sekil 4.3. lnula graveolens etil asetatli ekstresinin DPPH radikali giderme kapasitesi
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Sekil 4.4. lnula graveolens metanollii ekstresinin DPPH radikali giderme kapasitesi
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hekzan
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Sekil 4.5.1nula graveolens hekzanl ekstresinin DPPH radikali giderme kapasitesi

Tablo 4.5. lnula graveolensten elde edilen ekstrelerin IC50 degerleri

Ekstreler IC50 Degerleri (pg/ml)
Metanol 57,48
Hekzan 72,04
Etil asetat 45,48
Kloroform 45,10

4.8.2. Toplam fenol miktar tayini deney sonuglar:

Inula graveolens ekstresinde bulunan toplam  fenolik  bilesiklerin
konsantrasyonlar1 Sekil 1 de verilen gallik asit standart grafigi kalibrasyon egrisinden
elde edilen denklemden toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak
hesaplanmistir. Elde edilen grafik denklemi y = 0,0477 + 0,0031x (R?=0,9993) olarak

bulundu. Degerler tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Ekstrelerin icerdigi gallik asite esdeger (gae) toplam fenol miktarlar:

Inula graveolens (L.) Desf. ekstreleri pg GAE/100g

Kloroform 114,9355+2,2542
Hekzan 207,5161+1,5427
Etil asetat 90,74194+0,8564
Metanol 132,6774+1,6874
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Sekil 4.6. Gallik asit standart grafigi

Antioksidan igerigi en zengin olan ekstre hekzan olarak bulunmus, sonra sirasiyla
metanol ve kloroform izlemistir. En diisiik antioksidan bilesik iceren ekstre ise etil

asetatli ekstre olmustur.

4.8.3. Toplam antioksidan statii tayini deney sonugclari
Absorbanslar arasindaki fark alindiktan sonra asagida verilen esitlige gore

hesaplanan sonuglar Tablo 4.7°deki gibidir.

Tablo 4.7. TAS deneyi verileri (mmol Trolox Equiv./L)

Standartlar

Ekstreler (mmol Trolox Equiv./L)

0,036742
Kloroform 2,807143

0,09553
Hekzan 4,564286

0,001633
Metanol 3,307143

0,01633
Etil asetat 3,578571

2’nin Ustiindeki degerler ¢ok iyi kabul edilir. Bu sonuglara bakarak en yiiksek

aktivitenin hekzanl ekstrede gozlemlendigini sdylemek miimkiindiir. En diisiik aktivite

46



kloroformda gozlenmis olsa dahi sonu¢ 2’den yiiksek oldugu icin antioksidan

aktivitesinin yiiksek oldugunu soyleyebiliriz (http-10)

4.8.4. Toplam oksidan statii tayini deney sonuglari
Absorbanslar arasindaki fark alindiktan sonra asagida verilen esitlige gore

hesaplanan sonuglar tablo 4.8.”deki gibidir.

Tablo 4.8. TOS deneyi verileri (umol H202 Equiv./L)

Ekstreler (nmol H202 Equiv./L) Standart
Kloroform 4,433333 0,0545
Hekzan 4,466667 0,035
Metanol 4,02 0,0135
Etil asetat 4,106667 0,008

Tim ekstrelerin verdigi degerler 5’in {lizerindedir. Aktivite gdzlenebilmesi icin

5’in altindaki sonuglar oldukga iyi kabul edilir (http-10).
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez galismamizin konusunu olusturan Inula graveolens (L). Desf. Asteraceae
(Compositae) familyasindan Inula cinsine ait bir tiirdiir. Halk arasinda iri pire otu, deli
sar1 ot, kokulu andiz isimleri ile bilinmektedir. Cins ad1 daha sonra yapilan ¢alismalar
ile Dittrichia, tiiriin adi da Dittrichia graveolens olarak revize edilmis olsa da tez
boyunca bitkiden Inula graveolens olarak bahsedilmistir. Inula graveolens diinyanin
pek cok iilkesinde uzun yillar boyunca geleneksel tedavi yontemleri kapsaminda cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir fakat bitkinin etki mekanizmasi kesin olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle yeni ¢aligmalalarla bitkinin etkinliginin desteklenmeye
ihtiyact vardir. Tezimizin baslica amaclarindan birisi de budur. Calismamizda bitki
tizerinde farmakognozik ¢alismalar yapilmig, farmakope standartlarinda bitkimiz analiz
edilmis, antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gosterip gostermedigi belirlenmeye
calisilmistir. Bu amaglarla Bursa-inegél’den 2017 ve 2018 yillarinda toplanan bitki
ornekleri calisilmustir.

Pek c¢ok bitkinin ilkbahar ve yaz aylarinda ciceklenmesinin aksine bitkinin
ciceklenme zamani yaz sonu-sonbahar basina denk gelmektedir. Cigeksiz bitkideki
ucucu yag bilesimini gézlemlemek amaciyla 2017 yili Temmuz ayinda, daha sonra 2017
yilinin Eyliil ayinda, ardindan da 2018 yili Eylill ayinda bitki toplanmistir. Bursa-
Inegol’de yiiksek yerlerden ve ozellikle yol kenarindan temin edilen bitki oldukga
belirgin ve hos bir kokuya sahiptir. Ayrica bitkinin olduk¢a yapiskan oldugu
gbzlemlenmistir. Ardindan deneylerde kullanilmak tizere bitki serin ve kuru bir ortamda
kurumaya birakilmig, kuruma ile zamanla kokusunda azalma meydana gelmistir.

Tez calismamizin basinda bitkilerle tedavi, bitkimizin dahil oldugu bitki ailesi
Asteraceae, Inula cinsi, Inula graveolens tiir 6zellikleri ve bitkiye dair daha once
yapilan calismalara yer verilmistir. Boylece yaptifimiz ¢calisma ile daha once yapilan
calismalar1 kiyaslamak da miimkiin olacaktir. Ancak yapilan kaynak taramasinda
bitkiye ait farmakope standartlarinda yapilmis su miktar, yabancit miktar, kiil miktar
tayinlerine denk gelinmemistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler bundan sonra
yapilacak calismalar i¢in Onciiliik edebilir. Kaynak taramasindan sonra deneylerin
yapilis yontemleri ve bulgular kism1 yer almaktadir.

Oncelikle yabanct madde miktar1 hesaplanmasi amaciyla, kuru drog ince bir
tabaka halinde serilerek incelenmistir. Kiif, bocek, hayvansal kalinti-digki veya baska
bitkisel materyal yogun bir sekilde gozlenmemistir. Bitkinin ¢evresinde bagka bitki
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tirlerinin ¢ok fazla yetismedigi gozlenmis ayrica ¢ok yakinda haserelerin de
bulunamadig belirlenmistir. Bu durumun bitkinin yogun kokusu ve tiiylii yapisindan
kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmiistiir. Genel monograf bitkisel droglar i¢in aksi
belirtilmedik¢e yabanci madde miktarin1 %2 ile sinirlar. Elde ettigimiz sonug %1,6’dir.
Elde ettigimiz sonuglar bu sinirlarin i¢indedir (European Pharmacopeia, 2007).

Su miktar tayini i¢in bitkinin toprak istii kisimlart (herba) kullanilmis, Avrupa
Farmakopesi standartlarindan faydalanilmis, drogun igerdigi su miktar1 iki ayr1 balonda
gergeklestirilen islem sonunda ortalama olarak hesap edilmistir. Su miktar1 kuru bitkisel
materyalde %10’dan fazla olmamalidir. Yapilan literatiir taramasinda bitkimize ait su
miktar tayini islemine rastlanmamig ayrica Avrupa Farmakopesi’nde de bitkinin
monografinin bulunmadigi gozlenmistir. Bu nedenle yapilan ¢alisma ve elde edilen
degerler ilktir. Iki ayr1 balonda gerceklestirerek ortalama seklinde hesap edilen deger
%?9 olarak bulunmustur.

Kiil miktar tayini ve asitte erimeyen kiil deneyleri drogun kalitesi ve safligin
gosteren parametrelerden birisidir. Toplam kiil fizyolojik kiil (bitkinin kendi dokusu
kaynakl1) ve fizyolojik olmayan kiil (kum ve toprak gibi ¢evresel kirlilikler) olarak ikiye
ayrilabilir. Bitki materyallerinin kayda deger derecede ozellikle kalsiyum okzalat gibi
fizyolojik kirlilikleri igermesi, toplam kiil tayininin bitkisel drogun kalitesi hakkinda
fikir verme konusunda yetersiz kalmisina yol agmistir. Bu nedenle asitte erimeyen kiil
miktar1 drogun kalitesi hakkinda bize fikir sunan bir diger parametredir (Rao ve Xiang,
2009). Kiil miktar tayini ve asitte erimeyen kiil deneyleri de Avrupa Farmakopesi’ne
gore uygulanmstir. Ug kez tekrarlanan deneyler sonucunda kiil miktar1 %9,216, asitte
erimeyen kiil miktar1 ise %0,89 olarak bulunmustur. Yapilan literatiir ¢alismasinda daha
once yapilmis biitlin kiil ve asitte erimeyen kiil analizlerine rastlanmamastir.

Ugucu yag miktar tayini GK/KS GK/AID yontemleri ile yapilmistir. Ugucu yag
eldesi 4 kez tekrarlanmistir. Elde edilen yag ¢ok az miktarda oldugu ig¢in verimlilik
analizi yapilamanmis ve yag Ornegi hekzan ile alinmistir. Bitkinin yogun bir kokuya
sahip olmasina ragmen ugucu yag bitkisi olmadig1 sdylenebilir Caligma sonucunda orani
%1 den fazla olan bilesikler belirlenmistir 2017 yilinda toplanan bitkiler yalnizca ugucu
yag calismalari i¢in kullanilmistir. 2017 Temmuz ayinda toplanan ¢igceksiz 6rneklerden
elde edilen ugucu yag analiz edildiginde %43,13 oraninda bornil asetat, %20,60
oraninda borneol, %4,68 oraninda karyofilladienol I1, %3,09 oraninda karyofillen oksit,
%2,73 oraninda selin-11-en-4a-0l, %1,90 oraninda karyofillenol-I, %1,84 oraninda f-
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karyofillen, %21,73 oraninda t-kadinol, %1,58 oraninda tanimsiz, %1,43 oraninda
karyofillenol-1l ve %1,21 oraninda da tanimsiz bir baska bilesik belirlenmistir. Daha
onceki ugucu yag calismalari ile kiyaslandiginda bitkideki ana ugucu yag bilesenlerinin
borneol ve bornil asetat olmasi tutarli bir durumdur. 2017 Eyliil ayinda toplanan bitkinin
ucucu yaginda ana bilesen %36,29 oraninda bornil asetattir. Devaminda belirlenen
bilesikler %13,72 oraninda t-kadinol, %7,17 borneol, %5,18 karyofilledienol-Il, %3,38
karyofillen oksit, %2,95 selin-11-en-4a-o0l, %2,43 tanimsiz bilesik, %1,93 pentakosan,
%1,74 hekzadekanoik asit, %1,56 ve %1,34 oraninda tammsiz bilesikler, %1,22
oraninda B-karyofillen ve %1,04 oraninda karyofillenol-I olmustur. Ayni lokasyondan
ayni sene ic¢inde farkli aylarda toplanan iki Ornekten elde edilen ugucu yaglarin
bilesimine bakildiginda bazi farklar gézlenmektedir. Ugucu yagdaki borneol ylizdesi
eyliil ayinda toplanan 6rnekte daha az, t-kadinol oran1 ise daha fazladir. Ayrica temmuz
ayinda toplanan ornekte izole edilmeyen veya yilizdesi 1’den kiiciik olan hekzadekanoik
asit ve pantakosan eyliil ayinda toplanan drnekten ugucu yagdan analiz edilmistir. Bu
durum bitki kompozisyonunun mevsime bagli olarak degisebilecegini gostermektedir.
2018 senesinde eyliil ayinda toplanan 6rneklerden elde edilen ugucu yaglarin bilesimine
bakildiginda ise ilk Ornekte ana bilesen %48,26 oraninda bornil asetat olarak
belirlenmistir. %24,11 oraninda borneol, %4,93 oraninda t-kadinol, %3,27 oraninda
karyofilledienol-11, %2,52 oraninda karyofillenoksit, %2,29 oraninda selin-11-en-4a-ol,
%1,61, %1,08 ve %1,28 oraninda tanimsiz 3 bilesik ve %1,27 oraninda B-karyofillen
belirlenmistir. ikinci drnekten elde edilen ugucu yag bilesimine bakildiginda ise %43,03
oraniyla ana bilesen bornil asetat olmus, %16,97 ile borneol, %9,75 ve %6,07 oraninda
tanimsiz iki bilesik, %7,50 oraninda karyofilledienol-Il, %6,39 oraninda selin-11-en-4a-
ol, %4,28 oraninda t-kadinol ve %2,15 oraninda a-pinen belirlenmistir. Ugucu yag
eldesi c¢alismalar1 sonuglarina baktigimizda borneol ve bornil asetat bilesiklerinin
istikrarli bir sekilde en yiiksek oranda karsimiza ¢iktigini soylemek miimkiindiir. Diger
farkliliklar bitkinin toplandigt mevsime veya toplanan lokasyonun yol kenarinda veya
daha i¢ kesimlerde, daha yiiksek yerlerde olmasi gibi durumlara baglanabilir.
Antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanmak {izere 4 farklh
¢Oziicii kullanarak ekstre elde edilmistir boylece farkli ¢oziiclilere gegen maddelerin
aktivite tUzerindeki etkisinin gozlenmesi amaglanmistir. Coziicliler ile 24 saat
maserasyona birakilarak elde edilen ekstreler fiziksel olarak da bazi farkliliklar

gostermektedir. Hekzan kullanilarak elde edilen ekstre sar1 renklidir; kloroform, etil
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asetat ve metanol kullanilarak elde edilen ekstreler yesil renklidir. Bu durum ekstrelere
gecen maddelerin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen ekstreler ile verim
analizi yapilmis olup en fazla verim alinan ekstrenin metanol, en az verim alinan
ekstrenin ise hekzan oldugu goriilmiistiir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligsmalar1 i¢in mikrodiliisyon yontemi ile ¢aligilmistir.
Caligmalar esnasinda {i¢ Gram negatif bakteri tiirii; Escherichia coli (NRRL B-3008),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583), Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), 3
Gram pozitif bakteri; Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (NRRL B-
3711), Bacillus subtilis (NRRL B-4378) ve 2 mantar tiirii; Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258 kullanilmistir. Fakat mantarlarda besiyeri kaynakli
sorun nedeniyle lireme gozlenememistir. Sonuglar minimum inhibitér konsantrasyon
diizeyleri hesaplanarak mg/ml olarak ifade edilmistir. Bitkinin farkli ekstreleri ile
yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalara karsi degisen degerlerde etkinlik gdzlenmistir.
Elde edilen MIK degerleri kiyaslandiginda ekstrelerin en fazla Salmonella typhimurium
tizerinde etkili oldugu en az oranda ise Pseudomonas aeruginosa iizerine etkili oldugu
bulunmustur. Kloroformlu ekstre en fazla Salmonella typhimurium, metanollii ekstre en
fazla Escherichia coli ve Bacillus cereus, etil asetatli ekstre en fazla Bacillus cereus,
hakzanli ekstre en fazla Salmonella typhimurium {izerinde etki gostermistir. EKstrelerin
MIK degerleri baglangi¢ konsantrasyonu olan 20 mg/ml ile 2,5 mg/ml arasinda
degismektedir. Gram pozitif mikroorganizmalarin Gram negatiflere gore antibiyotiklere
daha hassas oldugu bilinmektedir. Fakat caligmamizda Gram negatif bir bakteri tiirii
olan Salmonella typhimurium tizerinde ekstrelerin ¢alismamizda yer verdigimiz Gram
pozitif bakterilerden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada
(Mazandarani, Ghafourian ve Khormali, 2014) bitkiye ait metanol ve asetondan elde
edilen ekstre ile ¢alisilmis, MIK degerlerinin 12,6 ile 112 ug/ml arasinda degistigi
goriilmiistiir, E. coli and Salmonella typhimurium en hassas bakteriler olarak
gozlemlenmistir. Metanollii ekstrenin S. aureusa ait MIK degeri 14,4 pg/ml’dir. B.
cereus MIK degeri 112,4 pg/ml’dir. E. coli MIK degeri 94,3 pg/ml’dir. P. aeruginosa
MIK degeri 148,6°dir. S. typhimurium MIK degeri ise 112 ug/ml’dir. Bu ¢alisma ile
kiyaslandiginda bizim elde ettigimiz MIK degerleri daha yiliksek olarak bulunmustur.
Al-Snafi, 2018’¢ ait bir baska c¢alismada ise kloroformlu ekstrenin %5’lik dimetil
stilfoksit i¢indeki 20,40,80 ul’lik ¢ozeltisi kullanilmis ve artan konsantrasyonda etkili

oldugu goriilmiistiir. Calismamizda kullandigimiz kloroformlu ekstre dimetil siilfoksit
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icinde ¢oziilmemistir ancak MIK sonuglar1 2,5 mg/ml ile 20 mg/ml arasindadir. Yine
calismamizdan daha diisiik MIK degerleri elde edilmistir.

Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in dort farkli metod ile calisilmistir. Deney
sonucu elde edilen absorbans degerlerinden oncelikle verilen formiile gore % inhibisyon
degerleri hesaplanmigtir. Daha sonra konsantrasyona karsilik % inhibisyon grafikleri
cizilmis ve grafige ait denklem elde edilmistir. Grafik ve denklemden faydalanilarak
IC50 (inhibe edici 06zelligi oldugu bilinen maddenin tam inhibisyonu saglayacak
konsantrasyonun yar1 degeri seklinde ifade edilebilir) degeri hesaplanmistir. Sonuglara
baktigimizda IC50 degeri en diisiik olan ekstre kloroformlu ekstre, en yiiksek degere
sahip ekstre ise hekzanli ekstre olarak bulunmustur. Daha once metanollii ekstre
kullanilarak DPPH e yontemi ile antioksidan aktivitenin tayin edildigi bir ¢alismada
IC50 degeri 27,85 olarak bulunmustur (Mazandarani, Ghafourian ve Khormali, 2014).
Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz degere oranla daha iyi bir antioksidan etkiye sahiptir.
Bunun ¢esitli nedenleri olabilir. Bitkinin kimyasal kompozisyonu, mevsimsel veya
yoresel farkliliklar, toplanma zamani gibi durumlar aktivitedeki farklilig1 aciklayabilir.
Bagka bir ¢alismada ise metanollii ekstrenin IC50 degeri 86,67 + 1,59mg/l olarak
bulunmustur (Boudkhili, vd., 2011). Bu ¢alismadakinden de daha yiiksek antioksidan
aktivite elde ettigimiz sonucu ¢ikarilabilir.

Ekstrenin  antioksidan kapasitesi fenolik bilesenlerin ve yogunluguna
baglanabilir.Fenolik maddeler radikal siipiiriicii etki gostermektedir bu nedenle fenoller
¢ok onemli bitkisel maddelerdir. Toplam fenolik madde miktar1 deneyi Folin-Ciocalteu
yontemi ile tayin edilmistir. Sonuglara gore en fazla fenolik madde bulunduran ekstre
hekzandan elde edilen ekstredir. En az fenolik madde bulunduran ekstre ise etil
asetattan elde edilen ekstredir. Al-Fartosy, 2011’in yaptig1 bir ¢alismada ayn1 yontem ile
calisiimis ve metanolik ekstrenin total fenolik igerigine bakilmis, sonuglara yiizde
cinsinden ifade edilmistir. %1,63 mg/ml oraninda gallik asite esdeger fenol icerik tayin
edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonug 132,67 pg GAE/100g’dir. Calismamizda
elde ettigimiz sonu¢ daha diisiiktiir.

Toplam antioksidan statii tayini (TAS) deneyi sonucu elde edilen absorbanslara
gbre sonuglar hesaplanmis ve mmol Trolox Equiv./L cinsinden ifade edilmistir. Ornek
icindeki antioksidan maddeler koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS
formuna doniistiiriirler. 660 nm’de meydana gelen bu degisim O6rnegin antioksidan

seviyesi ile iliskilidir. Test geleneksel olarak stabil bir antioksidan standart ¢ozeltisi ile
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kalibre edilir ve E vitamini analogu olan Trolox esdegeri olarak adlandirilir. Literatiir
taramasinda Inula graveolens antioksidan aktivitesinin toplam antioksidan stati tayini
(TAS) deneyi yapilarak degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak 2’nin
tizerindeki degerler oldukea iyi kabul edilmektedir. Sonuglara bakildiginda en yiiksek
aktiviteyi hekzanli ekstre gostermis, sirasiyla etil asetat, metanol ve kloroform hekzani
izlemistir.

Toplam oksidan statii tayini (TOS) deneyi sonucu elde edilen absorbanslara gore
sonuglar hesaplanmis ve umol H.O:Equiv./L olarak ifade edilmistir. Ornekte bulunan
oksidanlar demir igeren iyon-selatér kompleksini ferrik iyona okside ederler. Ferrik
iyon asidik ortamda renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak dlgiilebilen
renk yogunlugu numunede bulunan oksidan molekiillerin miktan ile ilgilidir. Deney
hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksit
esdegeri cinsinden ifade edilir. Literatiir taramasinda Inula graveolens antioksidan
aktivitesinin toplam oksidan statii (TOS) deneyi yapilarak degerlendirildigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Ancak 5’in altindaki degerler olduk¢a 1iyi kabul
edilmektedir. Sonuglara bakildiginda tiim ekstrelere ait degerler 5’in altindadir.

Son zamanlarda sentetik antioksidanlardan ziyade dogal antioksidanlarin elde
edilmesi ve kullaniminin yayginlastirilmas: saglanmaya ¢alisiimaktadir. Ayrica mevcut
antibiyotiklere gelismis olan diren¢ mekanizmalari nedeniyle yeni antibiyotik
kesiflerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizin konusunu olusturan bitki geleneksel
tedaviler kapsaminda uzun yillardir kullanilmakla beraber etkisi ve kimyasal 6zellikleri
heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Calismamizla beraber bitki iizerinde g¢esitli
analizler ilk kez denenmis, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite c¢alismalari ile de
etkinligi desteklenmeye calisilmistir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismanin literatiire katki

saglamasini umuyoruz.
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