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OZET

BAZI BITKIi EKSTRAKTLARININ ANTIBAKTERIYEL, ANTIOKSIDAN,
ANTITUMOR, ANTIMUTAJENITE, QUORUM QUENCHING AKTIVITESI

Melike Nur TOSUN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Niikhet N. ZORBA
25/01/2017, 70

Calismamizda bazi bitkilerin meyve, dal, kabuk, ¢ekirdek, et ve ¢igek kisimlarinin
etanol ve metanol ile elde edilen ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri, toplam fenolik
igerikleri, antibakteriyel, antitimor, antimutajen ve quorum quenching aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmigtir. TEAC yontemi ile belirlenen antioksidan kapasitesinde en
yiksek deger (26,8 mMol Troloks/g ekstrakt) oda sicakliginda kurutulan Prunella
vulgaris’in metanol ekstraktina aittir. Folin ciocalteu reaktifi ile belirlenen toplam fenolik
iceriginde ise en yiiksek icerik 404,6 mg GAE/mL ile Sambucus nigra’nin meyvesinin
etanol ekstraktina aittir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri disk difiizyon ve mikro
diliisyon yontemi ile 4 Gram (+) ve 4 Gram (-) mikroorganizmaya karsi belirlenmistir.
Ekstraktlarin Staphylococcus aureus tizerinde daha etkili oldugu goériilmiistiir. Antitimor
aktivite patates disk yontemi ile belirlenmistir. En yiiksek aktiviteye sahip ekstrakt %76,2
inhibisyon ile 10000 ppm konsantrasyondaki Prunella vulgaris’in etanol ekstrakti
olmustur. Antimutajenik aktivite; plak inkorporasyon testi ile Salmonella Typhimurium
TA98 ve TAI100 suslarina karst yapilmistir. Ekstraktlar orta ve yiiksek derecede
antimutajenik etki gostermistir. Ekstraktlarin tiimiiniin quorum quenching aktivitesine
sahip oldugu ve 7,25- 13,75 arasinda degisen zon caplar1 olusturduklart bulunmustur.

Sonug olarak; ekstraktlarin teknikler ile biraz daha gelistirilerek dogal antimikrobiyal
olma ve fonksiyonel 6zelliklerinden dolayr kozmetik, ilag, gida alanlarinda kullanilabilme

potansiyelinin oldugu sonucuna ulasilmistir.

Anahtar sozciikler: Bitki Ekstraktlari, Antimutajen, Antitimér, Quorum

Quenching, Antioksidan, Fenol
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL, ANTIOXIDANT, ANTITUMOR, ANTIMUTAGENIC,
QUORUM QUENCHING ACTIVITIES OF SOME PLANT EXTRACTS

Melike Nur TOSUN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Food Engineering
Advisor: Assist. Prof. Dr. Niikhet N. ZORBA
25/01/2017, 70

In our research we obtain ethanolic and methanolic extracts of different parts of some
plants the antioxidant capacities, total phenolic contents, antibacterial, antitumor,
antimutagenic and quorum quenching activities of these extracts were determined.

In the antioxidant capacity determined by TEAC, the highest value belongs to the
methanol extract of Prunella vulgaris which dried at the room tempature (26,8 mMol
Trolox/g extract). In the total phenol content determined by Folin ciocalteu reactive. The
highest content (404,6 mg GAE/mL) in the ethanol extract of Sambucus nigra’s fruit were
determined. In the determined antimicrobial effects of extract with disc diffusion and
micro dilution methods against four Gram positive bacteria and four Gram negative
bacteria. Extracts found to be more effective for Staphylococcus aureus. Antitumor activity
have been determined by potato disc assay and the extract which have the highest activity
(%76,2) is 10000 ppm concentration of Prunella vulgaris ethanolic extract. Plate
incorporation assay was used for the against Salmonella Typhimurium TA98 and TA100
determination of antimutagenic activity. The extracts showed moderate and high
antimutagenic activity. It has been determined that of all the extracts have quorum
guenching activity and have zone diameters ranging between 7,25-13,75 mm.

As result; the activity of the extracts could be further improved by using different
extraction techniques so they can be used as natural antimicrobials and functional

subtances in the cosmetic, pharmaceutical and food industry.

Keywords: Plant Extracts, Antimutagen, Antitumor, Quorum Quenching,

Antioxidant, Phenol

vii



ICINDEKILER

Sayfa No
TEZ SINAVI SONUGC FORMU ii
INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI i
TESEKKUR iv
SIMGELER VE KISALTMALAR v
OZE T vi
AB ST RACT vii
SEKILLER DIZINT Xi
CIZELGELER DIZINT Xii
BOLUM 1
GIR IS 1
1.1. Tibbi ve Aromatik BitKiler 1
1.2. Gidalarda Kullanilan Dogal Antimikrobiyal Maddeler . 2
1.2.1. Bitki Kaynakli Antimikrobiyal Maddeler 3
1.2.2. Hayvansal Kaynakli Antimikrobiyal Maddeler . 4
1.2.3. Mikroorganizma Kaynakli Antimikrobiyal Maddeler .. S

1.3. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmasi 6

1.4. Bitki Ekstraktlarinin Antitimér Etkisi .~~~ 6
1.5. Bitki Ekstraktlarnin Antimutajenite Ozelligi 8
1.6. Bitki Ekstraktlarinin Quorum Quenching Aktivitesi 9

BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR 11
2. L. PrUNCl A VUL S 11
2.2, SAMDUCUS NI A 12
2.3. Calendula officinalis. 13
2.4, ZIZIPNUS JUIUDE 14
2.5, OpUNt A FICUS-INTICA 16

BOLUM 3

MATERYAL VE METOT 18
3.1. Calismada Kullanilan Bitkiler ~................._ 18
3.2. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar 18
3.3. Calismada Kullanilan Bitkilerin Hazirlanmas: 18

viii



3.3.1. Bitki Ekstraktlarmin Elde Edilmesi 18

3.4. Ekstraktlarin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi 19
3.5. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi 20
3.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi 21
3.6.1. Kiiltiirlerin Hazirlanmast 21
3.6.2. Disk Difiizyon Yontemi 21
3.6.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinmn Belirlenmesi 21
3.6.3.1. Kiltlirlerin Hazirlanmast 22
3.7. Ekstraktlarin Antitimor Aktivitesinin Belirlenmesi ...~ 22
3.7.1. Kiiltiirlerin Hazirlanmast 22
3.7.2. Patates Disklerin Hazirlanmast 22
3.7.3. Patates Disk Yontemi 22
3.8. Ekstraktlarin Quorum Quenching Aktivitesinin Belirlenmesi 23
3.8.1. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Sinyaller . 23
3.8.2. Kiiltiirlerin Hazirlanmast 24
3.8.3. Quorum Quencing Ozelliginin Saptanmas1 24
3.8.3.1. Kisa AHL lerin Belirlenmesi 24
3.8.3.2. Uzun AHL lerin Belirlenmesi 24
3.9. Ekstraktlarin Antimutajenik Ozelliklerinin Belirlenmesi 24
3.9.1. Salmonella- Mikrozom Mutajenite Testi (Ames Testi) 24
3.9.2. Suslarin Genetik Isaretlerinin Kontrold 25
3.9.3. Kullanilan Besiyerleri, Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler 25
3.9.4. Plak InKorporasyon Testi 28
3.9.4.1. S9 Yoklugunda Yapilan Antimutajenite Testi . 29
3.9.4.2. S9 Varliginda Yapilan Antimutajenite Testi 29
3.10. Istatiksel Degerlendirme 29
BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISM A 30
4.1.Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitesi ve Toplam Fenolik Madde icerigi 30
4.2. Bitki Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri 32
4. 2. L. DiSK Dtz ON 32
4.2.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) 37
4.3. Bitki Ekstraktlarinin Antitimor Aktiviteleri 43
4.4. Bitki Ekstraktlarinin Quorum Quenching Aktiviteleri 48

iX



4.5. Bitki Ekstraktlarinin Antimutajenik Aktiviteleri 50
BOLUM 5
SONUC VE ONERILER 55
KAY NAK L A R 58
OZGE OIS |



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

Sekil 2.1, Prunella VUIQariS 11
Sekil 2.2, SamMbUCUS Mg a 12
Sekil 2.3. Calendula officinalis 13
Sekil 2.4, ZizipUS JUJUDE 14
Sekil 2.5. Opuntia ficus- indica 16
Sekil 3.1. TEAC yo6ntemi i¢in kullanilan standart Troloks kurvesi 20
Sekil 3.2. Gallik asit standart egrist 20
Sekil 4.1. Prunella vulgaris ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler tizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 38

Sekil 4.2. Prunella vulgaris ekstraktlarinin Gram (-) bakteriler lizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 39

Sekil 4.3. Sambucus nigra ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler {izerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 40

Sekil 4.4. Sambacus nigra ekstraktlarinin Gram (-) bakteriler {izerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 40

Sekil 4.5. Calendula officinalis ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler tizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 41

Sekil 4.6. Calendula officinalis ekstraktlarnin Gram (-) bakteriler tizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlart 42

Sekil 4.7. Prunella vulgaris ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin timér inhibisyonlari
44

Sekil 4.8. Sambucus nigra ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarmin tiimér inhibisyonlari
44

Sekil 4.9. Calendula officinalis ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarmin tiimor
N IS Y ON ATl 45

Sekil 4.10. Tim ekstraktlarin degisen konsantrasyonlara bagli inhibisyon yiizdeleri 45
Sekil 4.11. Prunella vulgaris ekstraktlarinin emdirildigi disklerde olusan

100 100Te) 4 (S 46
Sekil 4.12. Sambucus nigra dalinin ekstraktlarinin emdirildigi disklerde olusan

O IO 46
Sekil 4.13. Sambucus nigra meyvesinin ekstraktlarinin emdirildigi disklerde olusan

100 100Te) 4 (S S 46
Sekil 4.14. Calendula officinalis ekstraktlarinin emdirildigi disklerde ve kontrol grubunda

olusan timoérler 47
Sekil 4.15. Bitki ekstraktlariin C. violaceum 026’ya karsi olusturduklari inhibisyon

ZONlarL 49
Sekil 4.16. Bitki ekstraktlarinin A. tumefaciens A136’ya karsi olusturduklar1 inhibisyon

zonlar1 49

Xi



CIZELGELER DiZIiNi

Sayfa No

Cizelge 4.1. Metanol ile elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri ve antioksidan
KaDASI O T 30

Cizelge 4.2. Etanol ile elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri ve antioksidan
KaDASI O T 30

Cizelge 4.3. Metanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (+) bakteriler tizerindeki inhibisyon
ZON AL 33

Cizelge 4.4. Etanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (+) bakteriler iizerindeki inhibisyon
V201 ) o O 33

Cizelge 4.5 Metanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (-) bakteriler tizerindeki inhibisyon
p40) 1) o B 34

Cizelge 4.6. Etanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (-) bakteriler iizerindeki inhibisyon
ZON ATl 35

Cizelge 4.7. Ekstraktlarm Gram (+) bakteriler tizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlart 37

Cizelge 4.8. Ekstraktlarn Gram (-) bakteriler tizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlart 38

Cizelge 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlarin patates diskler {izerindeki timor
NI SYON ATl 43

Cizelge 4.10. Ekstraktlarin quorum quenching aktivitesi .. 48

Cizelge 4.11. Prunella vulgaris, Sambucus nigra ve Calendula officinalis ekstraktlarinin
Salmonella Typhimurium TA98 susu tizerindeki (S9 hiicreleri varliginda ve
yoklugunda) antimutajenik aktiviteleri ve plak inkorporasyon sonuglari

51

Cizelge 4.12. Prunella vulgaris, Sambucus nigra ve Calendula officinalis ekstraktlarinin
Salmonella Typhimurium TA100 susu iizerindeki (S9 hiicre varliginda ve
yoklugunda) antimutajen aktiviteleri ve plak inkorporasyon sonuglari

52

Xii



BOLUM 1
GIRIS

1.1 Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli tibbi ve aromatik bitkilerin gida,
kozmetik, baharat, ¢ay, boya, tedavi gibi amaglar ile kullanildig1 bilinmektedir (Toroglu ve
Cenet, 2006; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Anadolu insaninin paelolitik c¢agdan beri bitkileri tibbi amagla kullandigi
bilinmektedir (Ozbek, 2005). Osmanli doneminde Istanbul’da 45 eczaneye karsilik 2000
kadar aktar bulunmasi hastaliklara karsi tedavide bitkisel droglarin yerini ve &nemini
kanitlar niteliktedir. Stimerler’den ve Misirlilar’dan kalma yazili belgelerde de bitkisel
droglar ile ilgili bilgiler yer almaktadir (Bayramoglu ve Toksoy, 2008).

Diinya Saghk Orgiiti’'niin (WHO) verilerine gore de diinya niifusunun %80’
hastaliklara kars1 tedavi de ilk olarak bitkisel materyallere bagvurmaktadir (Fornsworth ve
ark., 1985). Diinya da tibbi amaglar ile kullanildig1 saptanan 20.000 bitki tiiriinden 4000
tanesi yaygin kullanilmakta olup, Tiirkiye de ise bu rakamin 400 civarinda oldugu
diistiniilmektedir (Baser ve ark., 1998; Baytop, 1999).

Tiirkiye’nin {i¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolge de yer almasi, iklim ve buna
bagl olarak florasinin gesitliligi, tarimsal potansiyelinin yiiksek olusu tibbi ve aromatik
bitkiler ticaretinde 6nde gelen iilkelerden biri olmasini saglamaktadir (Bayram ve ark.,
2010). Bitki florasindaki ¢esitlilik géz 6niinde bulunduruldugunda bitkilerin ‘bitkisel drog’
olarak kullanimlart i¢in oldukca biiyiik bir kaynak olusturmaktadir (Baser, 1995; Tarake1,
2006). Ancak diinya da bitkisel drog ticareti 10-13 milyar dolar iken, iilkemiz flora
cesitliligine ragmen bu pazarin yalnizca 50-60 milyon dolarlik payinda yer almaktadir
(Toker ve ark., 2015). Cicekli bitkilerin sadece %15°lik kismi iizerinde kimyasal ve
farmokolojik ¢aligmalar mevcuttur.

Oldukca genis bir kulanim alanina sahip olan tibbi ve aromatik bitkilerin gida
sektorlinde de yaygin kullanilmasi bitkilerin 6zellikle antioksidan ve antimikrobiyal gibi
fonksiyonel oOzelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bitkiler bu fonksiyonel 6zelliklerinin
yaninda gidaya lezzet ve aroma yoniinden de olumlu bir katki saglayabilmektedir (Toker
ve ark., 2015). Ozellikle son 10 yilda bitkilere karsi1 duyulan ilginin ve bu alanda yapilan
caligmalarin artmasinda mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsit gosterdikleri direncin

artmasi etkili olmustur (Kiran ve ark., 2013). En son 2016 yilinin Mayis ayinda Amerika



da yasayan bir kadinin idrarinda bilinen tiim ilaglara direngli Escherichia coli’nin bir
susuna rastlanilmistir (Anonim, 2016a).

Cok yonlii olan bitkisel droglarin diren¢ kazanan yeni suslara karsi etkili oldugu
goriilmiistiir (Ceylan, 1995). Shanthi-Sree ve ark. (2010) ve Mohd Nazri ve ark. (2011)’ina
gore bitkilerdeki pek ¢ok maddenin bir araya gelerek olusturduklari sinerjik etki tek bir
antibiyotige oranla daha gii¢lii bir tedavi olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siriictioglu,
2013).

Bitkisel materyallerin son yillarda popiiler olmalarinin bir baska nedeni de
hastaliklara karsi gelistirilen sentetik ilaglarin yan etkilerinin ve toksik etkilerinin
goriilmesidir (Ozbek, 2005). Gida agisindan bakacak olursak, gidalarda sentetik
antioksidan olarak kullanilan BHA ve BHT’nin canlilar {izerinde karsinojenik etki
gosterdigi yapilan galigmalar ile ortaya konmustur (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013).

Yapilan pek cok ¢aligma da sentetik maddeler yerine dogal maddelerin yer almasi
gerektigi ve bitkisel materyallerin bunun i¢in alternatif olusturdugu goriilmektedir (Sagdig
ve ark., 2008; Gilines ve ark., 2014; Farjana ve ark., 2014; Mutlu ve Bilgin, 2016).

Gidalarin muhafazasinda dondurma, sogutma, su aktivitesini azaltma, asitlendirme,
fermentasyon, pastorizasyon veya sentetik antimikrobiyal kullanimi gibi yontemler
kullanilmaktadir. Gidanin giivenligi ve raf omrii, kontrollii atmosfer paketleme, aktif
filmler, 1s1nlama, modifiye atmosfer paketleme (MAP) gibi yontemlerle saglanmaktadir.
Ancak bu yontemlerin bir¢ogu gidanin organoleptik 6zelliklerinde azalmaya ve bu yiizden
tiiketici kabul edilebilirliginin azalmasina sebep olmaktadir. Tiiketicinin olabildigince en

az islenmis giivenli gida talep etmesi dogal {irlinlere olan ilgiyi artirmistir (Negi, 2012).

1.2. Gidalarda Kullanilan Dogal Antimikrobiyal Maddeler

Hayvan ve bitki dokularinda kendiliginden meydana gelen sayisiz antimikrobiyal
etken mevcuttur. Dogal antimikrobiyaller aga¢ kabuklarindan, bitkilerin kok, yaprak, ¢icek
ve meyvelerinden, ¢esitli hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan elde
edilebilirler. Bilinen dogal antimikrobiyal kaynaklar1 bitkiler, baharatlar, meyveler, siit,
yumurta ve laktik asit bakterileridir (Sofos ve ark., 1998).

Gida koruma sistemlerinde dogal antimikrobiyal maddelerin faydali ve kullanish

olabilmesi i¢in birgok faktor vardir. Bunlar;

<> Gidalardaki ve gida sistemlerindeki etki ve fonksiyonelligi
<> Gida formiilasyonundaki toksikolojisi ve giivenligi
< Gidadaki diger koruyucu sistemler ve bilesenler ile etkilesimi

2



<> Mikroorganizmalara kars1 etki mekanizmasi

< Gida kalitesi tizerine etkisi (besinsel, duyusal)
< Ticari formiilasyonda bagvurulacak metot
X Ekstraksiyon, izolasyon ve ekonomik tliretim gibi faktorlerin arastirmalar ve

calismalar ile incelenmesi gerekmektedir (Sofos ve ark., 1998).

1.2.1. Bitki Kaynakh Antimikrobiyal Maddeler

Bitkiler ve baharatlar eklendikleri gidaya duyusal karakteristik 6zellik katmalarinin
yaninda patojenik mikroorganizmalari inhibe ederek veya azalmalarini saglayarak gidanin
raf Omriinli uzatmaktadir. Ayn1 zamanda antioksidan etkileri ile de gidalar1 oksidasyona
kars1 korumaktadirlar (Negi, 2012).

Mutlu ve Bilgin (2016), Olea europaea L. (zeytin) yapragi ve Rosa damascena Mill.
(Yag giilii) ekstraktlari ile muamele edilen gokkusag alabaligini +4 °C’de depolamuslar ve
depolama boyunca kimyasal, mikrobiyolojik, duyusal degisimleri incelemislerdir.
Mikrobiyolojik sonuglara gore kontrol grubunun raf émrii 21 giin, diger gruplarin 28 giin
ve zeytin yapragi ekstrakti uygulanan filetolarin raf dmriinii 42 giin olarak belirlemislerdir.

Sagdig ve ark. (2008), farkli konsantrasyonlarda kekik ekstraktini koftelere ilave
etmigler ve 0,1, 3, 5, 7, 15, 21. giinde analiz edilen koftelerde mikrobiyolojik agidan
onemli bir etki gérmemislerdir. Ancak ekstraktin konsantrasyonu arttik¢a antioksidan
etkisinin arttigin1 gézlemlemisler ve 250-500 ppm diizeyinde kullanilan kekik ekstraktinin
duyusal olarak da uygun oldugu sonucuna ulagmislardir.

Bitkilerden elde edilen antimikrobiyal oOzellik gosteren bilesiklerden biiyiik bir
kismmi fenolikler, fenolik asitler, saponinler, flavonoidler, tanenler, terpenler ve
alkoloidler olusturmaktadir (Gyawali ve Ibrahim, 2014).

Yigit ve ark. (2009), Juglans regia L. (ceviz) yesil kabuk ve yapraklarinin su ve
metanol ile elde edilen ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisini disk difiizyon yontemi ile
Candida tiirleri, Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermis’ e karsi
bakmiglar ve ekstraktlar S. aureus, S. epidermis, P. aeroginosa, C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis ve C. keyfr’e kars1 antimikrobiyal etki gostermislerdir.

Ariduru ve Arabaci (2013), yaptiklar bir ¢alismada, Salvia officinalis (cigertaze otu)
bitkisinin etanol, metanol, aseton ve etil asetat ¢oziiciileri ile antioksidan aktivitesini
belirlenmisler ve en yiiksek fenolik madde miktarini etanol ekstraktinda 43, 55 (mg GAE/
g ekstrakt) bulmuslardir. DPPH ile belirledikleri antioksidan kapasitesinde ise tiim
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cozgenlerde inhibisyon degerleri birbirine yakin ¢ikmistir ve en yiiksek inhibisyon %90,89
ile metanol ekstraktinda kaydedilmistir.

Giines ve ark. (2014), Hyoscyamus reticulatus (Banotu) bitkisinin hekzan ve su ile
elde edilen ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini ve antimikrobiyal etkilerini
belirlemiglerdir. Toplam fenolik madde miktarin1 en yiiksek sulu ekstraktinda (24.25 mg
GAE/g), mikrodiliisyon yontemi ile belirledikleri en yiiksek antimikrobiyal etkiyi ise
hekzan ekstraktinda gozlemlemislerdir. Dort farkli test sistemi ile karsilastirdiklar:
antioksidan kapasitesini ise sulu ekstraktin hekzan ekstraktindan daha yiiksek antioksidan
kapasitesini sahip oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Farjana ve ark. (2014), yaptiklar1 bir c¢alismada; Psidium guajava (Guava),
Azadirachta indica (Nim agaci), Camellia sinensis (yesil ¢ay), Calendula officinalis
(Aynisefa) bitkilerinin sulu ve metanol ekstraktlarinin patojen bakterilere karsi
(Pseudomonas spp., Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Salmonella spp ve Staphylococcus aureus) antimikrobiyal etkilerini
belirlemislerdir. Guavo yapraklarinin sulu ekstrakti V. parahaemolyticus’a kars1 22 mm’lik
zon ile en yliksek inhibisyonu sagladigini, guavo ve yesilcay yapraklarinin metanol ile elde
edilen ekstraktlarinin Pseudomonas tiirlerine karst 18 mm’lik zon olusturdugunu
gozlemlemislerdir. Aynisefanin sulu ekstraktinin hicbir antimikrobiyal etki géstermedigini
fakat metanol ekstraktinin Klebsiella spp. igin 16 mm, S. aureus igin ise 18 mm zon
olusturdugunu belirtmislerdir.

Aydin ve ark. (2015), nergisgiller familyasina ait Sternbergia lutea tiiriiniin sogan ve
yapraklarindan etanol ile elde ettikleri ekstraktlarin fenolik madde miktarini ve antioksidan
kapasitesi tizerine g¢aligmislardir. En yiiksek toplam fenolik madde miktarmi yaprak
ekstraktinda (18,9 mg GAE/g), en yiiksek antioksidan aktiviteyi ise sogan ekstraktlarinda
(%86,60) bulmuslardir.

1.2.2. Hayvansal Kaynakh Antimikrobiyaller Maddeler

Hayvansal kokenli antimikrobiyallerden laktoferrin, siitte bulunan demir baglayici
ozellige sahip bir glikoproteindir. Bakteri viriis mantar ve parazitlere kars1 antimikrobiyal
etki gostermektedir (Gonzales- Chavez ve ark, 2009; Jenssen ve Hancock, 2009).

Murdock ve ark. (2006), laktoferrin ve nisinin Listeria monocytogens ve Escherichia
coli O157:H7’ye kars1 antimikrobiyal etkisi tizerine ¢aligmislardir. 1000 pg/mL
laktoferrinin L. monocytogenes iizerinde inhibisyon sagladigini E. coli O157:H7 {izerinde

ise bir etkisi olmadigini belirlemislerdir. 500 pg /mL laktoferrin ve 250 IU/mL nisin
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kombinasyonunun Escherichia coli O157:H7 {izerinde inhibisyon sagladigini, 250 pg /mL
laktoferrin ve 10 IU/mL nisin kombinasyonunun ise Listeria monocytogenes iizerinde
inhibisyon sagladigini gdozlemlemislerdir.

Bir diger hayvansal kaynakli antimikrobiyallerden olan kitosan kabuklu deniz
tiriinlerinin  kabuklarinda bulunan kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir ve
antimikrobiyal ozellikleri ile eklendikleri gidanin raf omriinii arttirmaktadir (Bostan ve
ark., 2007). Kitosan, film olusturma 6zelligi ile gida koruyucu ve dogal kaplama materyali
olarak kaynak olusturmaktadir (No ve ark., 2007).

Torlak ve Nizamlioglu (2011), yaptiklar1 bir ¢alismada, 5 log kob/g diizeyine kadar
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli O157:H7 ile kontamine edilen kasar peyniri
orneklerini, %0,5 ve %1 oraninda kekik ve karanfil ugucu yagi ilave edilen kitosan filmleri
ile kaplamiglar ve +4 °C’de 14 giin depolamiglardir. Depolamanin 1, 7 ve 14. giinlerinde
yaptiklar1 sayimlar sonucunda S.aureus’u 0,90 log- 2.66 log, E. coli O157:H7 0,75 log-
2,32 log arasinda bulmuslardir.

Gidalarda en sik kullanilan hayvansal kokenli bir diger antimikrobiyal ise lizozimdir.
Lizozim; kus yumurtalarinda ve memeli siitiinde dogal olarak mevcut olan GRAS
statlisiinde yer alan ticari olarak kullanilan bir enzimdir (Anonim, 2000). Kuru ve islenmis
etler, peynir ve siit lriinlerinin de i¢inde bulundugu c¢esitli gida {iriinlerinin raf omrini
uzatmada basarilidir. Gida zehirlenmelerine sebep olan mikroorganizmalara kars1 dnemli
oranda etkilidir (Tiwari ve ark., 2009).

Sudagidan ve Aydin (2013), 14 adet Staphylococcus aureus susunun farkli
konsantrasyonlardaki lizozim ve nisine karsi gelisimi ve biofilm olusturmalari iizerine
calismislardir. Calismalar1 sonucunda lizozimin, S. aureus suslarinin gelisimini engelleme
tizerine dnemli bir etkisinin olmadigini fakat biofilm olusumunu aktiflestirdigini, nisinin

ise yliksek konsantrasyonlarda antimikrobiyal 6zelligi oldugu sonucuna ulagmiglardir.

1.2.3. Mikroorganizma Kaynakh Antimikrobiyal Maddeler

Bakteriler, bakteriyosin adi verilen diger bakterileri inhibe eden veya gelisimlerini
kisitlayan ribozomal olarak sentezlenen protein yapida antimikrobiyal bilesikler
olusturmaktadirlar (Cleveland ve ark, 2001; Akkog¢ ve ark, 2009). Fermente ve fermente
olmayan gidalarda laktik asit bakterileri tarafindan iretilen sayisiz bakteriyosin

bulunmaktadir (Cleveland ve ark., 2001).



1.3. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmasi

Dogal antimikrobiyal maddelerin etki mekanizmasi tam olarak bilinememekle
birlikte bitki ekstraktlari, Gram (-) bakterilere kiyasla Gram (+) bakterilere karsi daha
etkilidir. Bunun sebebi olarak da Gram (-) bakterilerdeki lipopolisakkarit hiicre duvarinin
hidrofobik bilesiklerin difiizyonunu engellemesi gosterilmektedir (Gyawali ve ark., 2015).

Genel olarak koruyucu maddelerin etki mekanizmalari;

e Genetik sistemin etkilenmesi

e Hiicre ¢eperi ve membranin hasar gormesi

e Enzimlerin inhibisyonu

e Esansiyel besleyici 6gelere baglanma seklinde gosterilmektedir (Anonim, 2017a).

Membran biitiinliglinlin  bozulmasi, hiicresel icerikteki sizint1, sitoplazmik
proteinlerin denatiirasyonu ve hiicresel enzimlerin inaktivasyonu bakteri hiicrelerinin
6lmesine yol agmaktadir (Ludwiczak ve ark., 2016).

Bitkilerdeki antimikrobiyal bilesiklerden olan terpenoidler; Gram (-) ve Gram (+)
bakterilere karsi genis spektrumlu inhibitor etki gostermektedirler (Ludwiczak ve ark.,
2016). Hidrofobik yapida olan terpenler hiicre duvarinda ki lipitlerinin bir araya toplanarak
duvarin gegirgenliginin artmasina sebep olmaktadirlar (Erdogan ve Everest, 2013).
Flavonoidlerin metal selasyonuna sebep oldugu ve kumarin ve alkoloidlerin de genetik

materyal iizerinde hasara yol agtig1 bilinmektedir (Sengiin ve Yiicel, 2015).

1.4. Bitki Ekstraktlarinin Antitiimor Etkisi

Giliniimiizde kayda deger gelismelere ragmen bir¢ok kanser cesidi diinyada hala
Oliimlere sebep olmaktadir. Daha da fazlasi 6zellikle son on yilda, klinik uygulamalarda
kullanilan sentetik kemoterapik ilaglarda tatmin edici bir basar1 gozlenememektedir
(Solowey ve ark., 2014). Kanser tedavisinde radyasyon igerikli klinik terapiler,
kemoterapi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve cerrahi islemler de basari sinirlhidir. Bu
durum, hastaligin tedavisi i¢in bagka alternatifleri zorunlu kilmaktadir (Tagne ve ark.,
2014).

Insanlik tarihinden beri, bitkilerin tibbi amaclar icin kullanildigi bilinmektedir.
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglarin biiyiik bir kismu bitkilerden veya
onlarin sentetik tiirevleri kullanilmaktadir (Solowey ve ark., 2014). Bitkilerdeki ikincil
metabolitler ve onlarin yar1 sentetik tlirevleri antitimor ilag tedavisinde Snemli rol
oynamaktadir (Pan ve ark., 2010). Terpenoid, fenolik asitler, tannenler, ligninler,

flavonoidler, kumarinler ve alkaloidler gibi bitkilerdeki ikincil metabolitlerin 6nemli
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diizeyde antioksidan aktivite gosterdikleri ve kanser tedavisinde Onemli olduklart
kesfedilmistir (Tagne ve ark., 2014).

Biyolojik sistemde var olan oksidantlar, biyokimyasal modifikasyonlara ve kalici
DNA degisimlerine sebep olmaktadirlar. Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yaslanma
gibi hastaliklar oksidadif hasarin bir sonucu olabilmektedir (Elmasri ve ark., 2016).
Antioksidanlar karsinogenez sirasinda kanser olusumunu 6nlemektedirler (Gavamukulya
ve ark., 2014).

Islam ve ark. (2009), Oldenlandia diffusa (Willd.) Roxb bitkisinin yapraklarinin
metanol ekstraktinin 100 ppm ve 1000 ppm konsantrasyonda onemli bir antitimdr
aktiviteye sahip oldugunu, 1000 ppm de Agrobacterium tumefaciens AtTa 0112, AtAc
0114 ve AtS10105 suslan i¢in sirasiyla % 40,98, 41,93, 41,89 oranlarinda inhibisyon
sagladigini belirtmislerdir. Oldenlandia diffusa’nin insandaki tiimor tedavisi i¢in 6nemli
bir potansiyel kaynak olabilecegini ifade etmislerdir.

Hussain ve ark. (2006), Fagonia cretica L. bitkisinin antitiimor 6zelliklerini patates
disk yontemine gére Agrobacterium tumefaciens At10, Atl6, At 77 suslari ile belirlemisler
ve en yiiksek tlimor inhibisyonunu % 77,04 orani ile At10’a kars1 bulmuslardir.

Ashraf ve ark. (2015), Eucalyptus camaldulensis Dehn. (okaliptiis) yapraklarinin
metanol, kloroform ve hekzan ekstraktlarinin antitiimor aktivitesini patates disk yontemi
ile belirlemislerdir. En yliksek ICso degerini metanol ekstrakti i¢in 59,58 pug/mL bulmuslar,
en yiiksek antitlimor aktiviteyi kloroform ekstraktinda %87,47 oraninda belirlemislerdir.

Alamgir ve ark. (2013), Streblus asper lour kabugunun etanol ekstraktinin antitimor
aktivitesini patates disk yontemi ile incelemislerdir. 1000, 100 ve 10 ppm
konsantrasyonlarda  sirasiyla  %40,44, 31,86, 18,14 oranlarinda inhibisyon
gbzlemlemislerdir.

Ahmad ve ark. (2016), yaptiklar1 bir ¢alismada ¢esitli fraksiyonlardaki Rumex
hastatus D. Don. bitkisinin 1000 mg/mL’de kloroform ve saponin fraksiyonlarinin sirasiyla
%86,7 ve %93,3 oranlarinda timér inhibisyonu sagladigini bulmuslardir.

Naik ve ark. (2014), Simaruba glauca, Erythroxylum monogynum ve Alianthus
excelsa bitkilerinin havug disk yontemi ile belirledikleri antitiimor aktivitesini 800 pg/mL
konsantrasyonda Alianthus i¢in %60, Erythroxylum igin %76,6 ve Simaruba i¢in %100
bulmusglardir.

Sajid ve ark. (2016), Citrus pseudolimon ve Citrus grandis kabuk esansiyel
yaglariin antitimdr etkisini C. pseudolimon i¢in %81,25 C. grandis igin ise %61,53

bulduklarini ifade etmislerdir.



1.5. Bitki Ekstraktlarimin Antimutajenitesi

Antimutajenite; mutajen maddeyi etkisiz hale getirme veya meydana gelen
mutasyonu degistirebilme veya engelleme kapasitesi olarak tanimlanmaktadir (Beyaz,
2014). Endiistrilesmis diinyada 6liim sebeplerinde ilk siray1 kanser olusturmaktadir. Bilim
adamlar1, zarar gormiis genetik materyalin, DNA diziliminin degismesinin ve gen
mutasyonunun karsinogenezde rol oynadigina inanmaktadirlar (Shams ve ark., 2012). Kim
ve ark. (2000)’a gore kanser ve diger genetik hastaliklarin Onlenmesinde, gilinliik
hayatimizda diizenli olarak alacagimiz antimutajen ve antikarsinojen maddelerin etkili
olacaktir (Basgedik ve ark., 2014).

Meyve, sebze, tibbi bitkiler ve baharatlardaki fenolik maddeler anti-inftamatuvar,
antimutajenik ve antikarsinojenik etki gostermektedirler (Jayaprakasha ve ark., 2007).
Yapilan ¢aligmalar, birgok bitkinin ve fitobilesiklerin (flavonoidler, izoflavonlar, flovonlar,
antosiyanin, katesin, izokatesin) antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gdstermektedir
(Zahin ve ark., 2010). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar antioksidan bilesiklerin az ya da
¢ok oranda anti-inflamatuvar, anti-arteriokslerotik,  antitiimor, antimutajenik,
antikarsinojenik, antibakteriyel ve antiviral aktiviteye sahip olduklarin1 gostermistir (Cai ve
ark., 2004).

Negi ve ark. (2003), nar kabuklarinin etil asetat, aseton, metanol ve su ile elde
ettikleri ekstraktlarin antioksidan kapasitesini ve antimutajen 6zelliklerini incelemislerdir.
Su ile elde edilen ekstrakt haricinde tiim ekstraktlarin antioksidan kapasitesini dnemli
diizeylerde oldugunu bulmuslardir. Salmonella Typhimurium TA100 ve TA1535 suslari ile
sodyum azid mutajenine karst Ames testi ile belirledikleri antimutajenite kapasitesi ise
2500 pg/plak icin tiim ekstraktlarda gili¢lii antimutajenite gdsterdigi sonucuna
ulagmislardir.

Zahin ve ark. (2010), Hindistan’da yaygin olarak kullanilan ‘misir anasonu’ olarak
adlandirilan Corum copticum L. baharatinin farkli ¢ézgenler ile elde edilen ekstraktlarinin
antioksidan ve antimutajenite kapasitesini belirlemislerdir. Salmonella Typhimurium
TA97a, TA98, TA100 ve TAI102 suslar ile yaptiklart Ames testinde %10,9 ile %83,1
oranlarinda degisen antimutajen kapasite belirlemislerdir.

Jayaprakasha ve ark. (2007), Cinnamomum zeylanicum (tar¢in) bitkisinin S.
Typhimurium TA100 susu ile sodyum azid pozitif mutajenine karsi Ames testi ile
antimutajenitesini  belirlemislerdir. Tim ekstraktlarin sodyum azidin mutajenitesini

azaltigimi ve 5000 pg/plak konsantrasyonda giiclii antimutajenite gosterdiklerini



bulmuslardir. En giiclii antimutajeniteyi su ile elde edilen ekstraktta daha sonra ise sirasiyla
aseton, metanol ve etilasetat ¢oziiciileri ile elde edilen ekstraktlarda gérmiislerdir.

Sara¢ ve Sen (2014), yaptiklart bir calismada ‘Anadolu sigla agaci’ olarak
isimlendirilen Liquidambar orientalis yapraklarinin etanol ekstraktlarinin antimutajen
Ozelligini belirlemiglerdir. Ekstraktlarm 2,5, 0,25, 0,025 mg/plak konsantrasyonlarda
antimutajen aktivite gosterdigini bulmuslardir.

Basgedik ve ark. (2015), Iris albicans bitkisinin toprak alti gévde ve toprak {istiinde
kalan kisminin etanol ile elde ettikleri ekstraktlarin antimutajenitesini S. Typhimurium
TA98 ve TA100 suslarina kars1 Salmonella-mikrozom mutajenite testi ile belirlemislerdir.
Toprak istii kismin ekstraktlarinin 0,3 ve 3 mg/plak konsantrasyonlarinin toprak alti
govdenin ekstraktlarinin ise 0,015, 0,15, 1,5 mg/plak konsantrasyonlarinda antimutajen
etki gosterdiklerini bulmuslardir.

Yapilan bir ¢aligmada, Peltophorum ferrugineum gigeginin hekzan, etil asetat, aseton
ve metanol ile elde edilen ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi ve antimutajenitesi iizerine
calismislardir. En yliksek antibakteriyel ve antimutajenik etkiyi aseton ve metanol
ekstraktlarinda olmak iizere sodyum azid ve metil metan siilfanat pozitif mutajenlerine

kars1 %40’tan fazla inhibisyon orani gézlemlemislerdir (Dantapat ve ark., 2012).

1.6. Bitki Ekstraktlarinin Quorum Quenching AKktivitesi

Cok hiicreli sistemlerde ‘quorum sensing’ olarak bilinen belirli molekiillerin
salgilanmast ve yeterli konsantrasyona ulastiginda algilanmasit ile gerceklesen
mikroorganizmalarin organizasyonu ve kolonizasyonu sirasinda birbirleriyle mutual bir
iliski olugmasin1 saglayan iletisim sistemi mevcuttur (Adak ve ark., 2011).
Mikroorganizmalar arasindaki beslenme, spor olusumu, antibiyotik direngliligi kazanima,
biyofilm olusumu, konjugasyon, pigment olusumu, biyoliiminans gibi faaliyetler
aralarindaki bu haberlesme sistemi ile gergeklesmektedir (Waters ve Bassler, 2005;
Reading ve Sperandio, 2006).

Gilinlimiizdeki en biiylik problemlerden biri, hem hastane hem de toplum icinde
enfeksiyona sebep olan bakterilerin tedavi edici ilaglara karsi direng kazanmasidir.
Mikrobiyal enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve etkin kontroliiniin saglanmas1 amaci
ile yogun olarak kullanilan antibiyotikler kaginilmaz son olarak, bilinen antibiyotiklere
dayanikli ‘direngli mikroorganizmalar’ meydana getirmektedirler (Dong ve ark., 2007;
Khan ve ark., 2009).



Son yillarda mikrobiyal enfeksiyonlarin sebep oldugu hastaliklarin tedavisine
yonelik ¢aligmalar ‘quorum quenching’ olarak adlandirilan mikroorganizmalar arasindaki
iletisimin engellenmesi tizerinedir (Adak ve ark., 2011). Bakterilerin diren¢ kazanmasini
tesvik etmeden enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi amaciyla bitkisel tirtinlerdeki
terapatik ve antipatojenik ajanlar gibi toksik olmayan quorum sensing inhibitorleri tizerine
giderek artan oranda ¢aligmalar yapilmaktadir (Hentzer ve Givskov, 2003).

Farkl1 bakteri tiirleri farkli sekillerde QS sinyalleri tiretmektedirler ve bu sinyallerden
en ¢ok bilineni Agil Homoserin Lakton (AHL) ve Siklik tiyolakton (AIP)’dur. 70’ten
fazla bakterinin salgiladig1 bilinen hiicre-hiicre iletisimi saglayan, yapisinda Luxl ve
LuxR olmak tizere iki farkli protein bulunan en iyi QS iletisim sinyali AHL dir (Williams
ve ark., 2007; Adak ve ark., 2011). Baz bitki ve mantarlarin da birlikte yasadiklar
bakterilerin AHL sinyal iletisimlerini engelleyerek bakterilerin yogunlugunu kontrol
altina aldiklar1 bilinmektedir (A¢ikgdz, 2012).

Khan ve ark. (2009), 21 esansiyel yagin quorum sensing inhibitér aktivitesini
Chromobacterium violaceum 14272 ve C. violaceum 026 ile belirlemislerdir. Referans
olarak kullandiklar1 Syzyglum aromaticum (karanfil) yaginin C. violaceum 12472’ye kars1
19 mm, C. violaceum 026’ya kars1 17 mm zon olusturdugunu bunu siras1 ile Cinnamomum
verum (tar¢in), Lavandula angustifolia (lavanta) ve Mentha piperita (nane)’nin izledigini
belirtmislerdir.

Choo ve ark. (2005), Vanilla planifolia Andreus (Vanilla)’nin metanol ekstraktinin
violacein iretimini artan ekstrakt konsantrasyonuna bagli olarak spektrofotometre de
incelemigler ve wvanilla ekstraktinin anti quorum sensing aktivitesi oldugunu ve
konsantrasyon arttik¢a violacein iiretiminin azaldigini ifade etmiglerdir.

Al-Hussaini ve Mahasneh (2009), sekiz bitkinin farkli kisimlarinin etanol
ekstraktlarinin Chromobacterium violaceum 12427°ye kas1 QS inhibisyonunu incelemisler
ve Laurus nobilis’in ¢i¢ek ve kabuk ekstraktlarinin sirasiyla 24, 19 mm, Sonchus oleraceus
bitkisinin ise 18 mm zon olusturdugunu bulmuslardir. Diger bitkilerin ise 8 mm ile 17 mm

arasinda degisen zon ¢aplarina sahip oldugunu ifade etmislerdir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Prunella vulgaris

Prunella vulgaris, Asya’nin dogusu ve Avrupa da siklikla yetistirilen ¢ok yillik bir
bitkidir. Polisakkaritler, flavonoidler, triterpenler ve fenolik asitler gibi bioaktif
bilesenlerce zengin bir icerige sahiptir (Li ve ark., 2015). Sahip oldugu bu igerik ile
antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar ve antitimor aktivite gibi 6zelliklere sahip oldugu
i¢in de Cin tibbinda geleneksel olarak kullanilmaktadir (Gu ve ark., 2013). Avrupa da gida
ve ¢ay olarak siklikla tiiketilmektedir (Li ve ark., 2015). Yapilan ¢aligmalar Prunella
vulgaris’den izole edilen bir polisakkarit olan prunellinin Human immunodeficiency virus

(HIV)’e kars1 antiviriis etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Tabba ve ark., 1989).

Sekil 2.1. Prunella vulgaris (Anonim, 2017b)

Yapilan bir ¢alismada; Prunella vulgaris’in en yiiksek toplam fenolik igerigi su ile
elde edilen ekstraktta 156,5 mg GAC /g bulunmus, bunu etanol ve metanol ekstraktlarinin
izledigi belirtilmistir. En yiiksek toplam flavanoid igerigi ise metanol ekstraktinda (82,8
QE/g) bulunmustur. Mikro siv1 diliisyon yontemi ile belirlenen antimikrobiyal aktivite ise
27 mikroorganizmaya karst denenmis ve 3,2-12,8 mg/mL arasinda degisen miktarlarda
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Toplam fenolik icerigi ile antimikrobiyal aktivite arasinda
pozitif bir korelasyon olmadigini ve Prunella vulgaris’in etanol ekstraktinin antimikrobiyal

madde kaynagi olabilecegini ifade edilmistir (Mahboubi ve ark., 2015).
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Shan ve ark. (2007) Prunella vulgaris’in de aralarinda bulundugu baharat ve tibbi
bitkilerin antibakteriyel aktivitesi lizerine ¢alismiglardir. TEAC yontemi ile belirledikleri
antioksidan kapasitesini 36,4 mmol troloks/100 g DW, toplam fenolik icerigini 4,7 g GAE/
100 g DW bulmuslardir. Ayrica Prunella vulgaris’in B. cereus, L. monocytogenes, S.
aureus, E.coli, S. anatum mikroorganizmalarina karsi antibakteriyel etkisini arastirmislar

ve en yiiksek inhibisyonu 9.1 mm zon ile S. aureus’a kars1 6lgmiislerdir.

2.2. Sambucus nigra

Elderberry olarak da isimlendirilen Sambucus nigra Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Amerika da yetisen yaygin bir tiirdiir (Veberic ve ark., 2009). Flavoneller, fenolik asitler
ve siyah-mor rengini veren proantosiyanidin ve antosiyanin gibi yiiksek biyolojik
aktiviyete sahip bilesenler icermektedir (Anton ve ark., 2013). Grip ve soguk alginligi
tedavisi amaciyla kullanimi yaygindir. Bazi c¢alismalar anti-inflamatuar, antiviral,
antiinfluenza ve antikanser Ozelliklere sahip Sambucus nigra’nin mukoza zarindaki

sismeyi azalttigni ve burun tikanikligini hafiflettigini gostermektedir (Anonim, 2016b).

Sekil 2.2. Sambucus nigra (Anonim, 2017c¢)

Mohammadsadeghi ve ark. (2013), Sambucus nigra’nin bakteriler ve mayalar
tizerindeki etkisini incelemisler ve B. subtilis, S. aureus, P. aeroginosa, S. Typhi ve E.coli
ve C. albicans’m gelisimini engellediklerini bulmuslardir.

Hleba ve ark. (2013), Sambucus nigra’nin metanol ile elde ettikleri ekstraktin

E.coli’ye kars1 13,5 mm zon olusturdugunu gézlemlemislerdir.
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Ordégh ve ark. (2010), Sambucus nigra’dan elde edilen meyve suyunun toplam
fenolik icerigini 70,52 mg/g, DPPH ile belirledikleri antioksidan kapasitesini ise %79,9
inhibisyon orani ile yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Yapilan bagka bir ¢alismada; Sambucus nigra’nin toplam antioksidan kapasitesi
(55.5 + 3.3 vitC equiv mg/gDW), toplam fenolik igerigi; (36,5 + 4,5 GAE/ g DW), toplam
flavonoid igerigi ise; 30.0 + mg QE/ g DW) olarak bulunmustur (Akhtar ve ark., 2015).

Hearst ve ark. (2010); Sambucus nigra ekstraktinin hastane patojenlerine karsi
antibakteriyel etkisini arastirmiglardir. Sambucus nigra yapraklarmin Bacillus cereus ve
Serratia marcescens (6.0mm) ‘e kars1 etkisiz oldugu goérmiislerdir. Escherichia coli O157
ve Pseudomonas aeroginosa iizerinde ise 7 ve 9 mm inhibisyon zonu olusturdugunu

gormiislerdir.

2.3. Calendula officinalis

Marigold olarak isimlendirilen Calendula officinalis (Ayn1 sefa); Avrupa da ve
Akdeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen, rengi sar1 ile altin saris1 arasinda degisen bir
bitkidir (Chakraborthy, 2009). Gidanin yanisira kozmetik, parfiim, farmakolojik preparat
hazirlanmasi1 ve bitkisel tip gibi genis kullanim alan1 oldugundan ekonomik degeri yiiksek
bir bitkidir (Efstratiou ve ark., 2012).

Calendula officinalis ¢igekleri yiiksek besin degeri ve gidalarda renk maddesi olarak
siklikla kullanilmalarmin yaninda biyolojik aktivite ozellikleri ile de tip alaninda iyi
bilinmektedirler (Hamad ve ark., 2011). Flavonoidler, karetenoidler, glikozid ve streroller
gibi farmakolojik bilesenlere ve antiinflamatuvar, antimutajenik, ditiretik, antispazmodik
gibi biyolojik aktivitelere sahiptir (Chakraborthy, 2008). Cilt sikayetleri, yaralar ve
yaniklar, konjunktivit, menstrual diizensizlikler, varisli damarlar, hemoroid ve
duedonumdaki rahatsizliklarda kullanilmaktadir (Sabir ve ark., 2015).

Sekil 2.3. Calendula officinalis (Anonim, 2017d)
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Bissa ve Bohra (2011), Calendula officinalis’in kok yaprak ve gigeklerinin su, alkol,
kloroform ve petrol eter ¢ozgenleri ile elde edilen ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes ve Agrobacterium tumefaciens’e karsi disk diflizyon yontemi ile
belirlemislerdir. En yiiksek etkiyi Klebsiella pneumoniae’ye kars1 yapraklarin petrol eter
ekstraktinda bulmuslardir.

Efstratiou ve ark. (2012), bir hastaneden izole edilen mikroorganizmalara karsi
Calendula officinalis’in etanol ve metanol ekstraktinin antimikrobiyal etkisi tizerine
calismislardir. Bakterilere karsi metanol ekstraktinin, etanol ekstraktindan daha etkili
oldgunu, mantarlara karsi ise hem metanol hem etanol ekstraktinin etkili oldugunu
bulmuslardir. Metanol ile elde edilen ekstraktin Escherichia coli, Bacillus cereus NCTC
7464, Bacillus subtilis NCTC 10400, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e karsi sirastyla
13, 14, 14, 18 mm inhibisyon zonu olusturdugunu belirlenmislerdir. Mayalara karsi
gozlemledikleri en yiiksek inhibisyon zonunu ise Candida glabrata ATCC 2001’e kars1
metanol ekstraktinin 12, etanol ekstraktinin 14 mm zon olusturdugunu bulmuslardar.

Hamad ve ark. (2011), Calendula officinalis’in ¢igeklerinin etanol ekstraktinin en
yiiksek antibakteriyel aktivitesini Pseudomonas aeroginosa’ya karsi 100 mg/mL’lik
konsantrasyonda 25 mm zon belirlemislerdir. Staphylococcus aureus i¢in ise 50 mg/mL
konsantrasyonda inhibisyon zonunu 14 mm olarak belirlemislerdir.

Ghaima ve ark. (2013), Calendula officinalis’in sulu ekstraktinin Salmonella,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei ve E.coli patojenlerine kars: etkili
oldugunu ve 100 pg/mL konsantrasyonda sirasi ile 15, 15, 20, 23, 17 mm inhibisyon zonu
olusturdugunu goézlemlemislerdir.

Sakharkar ve ark. (2000), Calendula officinalis ¢igek ekstraktlarinin S. aureus, B.
subtilis, B. cereus, B. stearothermophilus, E.coli, V. cholerae, S. Typhi, P. aeruginosa ve
K. pneumoniae mikroorganizmlarina karst antimikrobiyal etkisini aragtirmislar ve petrol
eter ve kloroform ekstraktinin tim mikroorganizmalar i¢in yiiksek aktivite gosterdigini

gbzlemlemislerdir.

2.4. Ziziphus jujube

Ziziphus jujube, Rhamnaceae ailesine ait eski yillardan beri geleneksel Cin tibbinda
kullanilan Asya, Suriye, Hindistan, Cin ve Avrupanin giineyinde yaygin olan bir meyvedir
(Al-Reza ve ark., 2009; Xue ve ark., 2009). Antifungal, antibakteriyel, antiiilser, anti-

inflamatuvar 6zelliklerinden dolay1 Cin ve Kore’de tedavi amaci ile kullanilmaktadir (Al-
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Saeedi ve ark., 2016). Yapilan arastirmalar Z. jujube’nin anoreksiya, halsizlik, uykusuzluk,
endise gibi rahatsizliklar1 tedavi ettigini gostermistir (Abd-Alrahman ve ark., 2013).

Udayakumar ve Begum (2002), Z. jujube’nin alkol ile elde edilen ekstraktinin E.coli,
K. pneumoniae ve S. Typhi’ye karsi antimikrobiyal etkisini incelemigler ve sirasiyla 10
mm, 15 mm ve 11 mm’lik zonlar gozlemlemislerdir.

Ahmad ve ark. (2011), Ziziphus jujube’nin n-hekzan, su, etil asetat, ve kloroform ile
elde ettikleri ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi lizerine ¢alismiglardir. En yiiksek aktiviteyi
etil asetat ile elde ettikleri ekstraktta %72 ile B. pumulis’e kars1 daha sonra ise su ile elde
edilen ekstraktta %66,66 ile Pseudomonas aeruginosa’ya karsi gozlemlemislerdir.

Kim ve Son (2011), Z. jujube’nin ¢ekirdek, et, yaprak kisimlarinin ve kurutulmus
halinin etanol ve metanol ile ekstraktlarini elde etmisler ve antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir. En yiiksek flavanoid ve polifenol icerigini yapragin metanol ekstraktinda
bulmuglardir. ABTS radikalini siipiirme aktivitesini ise en yiiksek c¢ekirdegin etanol
ekstraktinda (%94,76) ve yapragin metanol ekstraktinda (% 95,46) bulmuslardir.

Akbaryan ve ark. (2012), Z. jujube bitkisinin etanolik ve metanolik ekstraktlarinin
antibakteriyel aktivitesini Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, olmak tizere i¢ Gram (+), Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeroginosa olmak tizere dort Gram (-) bakteriye karsi disk
difiizyon yontemi ile belirlemislerdir. Ekstraktlarin S. aureus ve S. epidermis’e kars1 etkili

oldugunu diger test bakterilere karsi ise bir etki etmedigini gozlemlemislerdir.
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2.5. Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica Cactaceae familyasina ait dikenli armut olarak bilinen, Akdeniz
bolgesinde ve Amerika’nin merkezinde, 6zellikle yar1 kurak iilkelerde yetisen bir meyvedir
(Galati ve ark., 2003; Martinez ve ark., 2014). Meksika’da Opuntia tiirlerinin yapraklar1 ve
meyveleri, damar sertligi, diyabet, gastrit gibi tedavi edici 6zelliklerinden dolay1 tibbi amag
ile de kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2002).

Opuntia ficus-indica tiirliniin mineral, vitamin, pektin ve 6zellikle flavonoidler gibi
fenolik bilesenlerce zengin oldugu bilinmektedir (Souza ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalar
Opuntia ficus-indica’nin antioksidanlar, fenolik bilesikler, askorbik asit, betalanin,
betasiyanin, ve flavanoidler gibi bilesenlerce zengin igerige sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Kuti, 2004; Fernandez -Lopez ve ark., 2010).

Sekil 2.5. Opuntia ficus-indica (Anonim, 2017f)

Galati ve ark. (2003), Opuntia ficus-indica’dan elde edilen meyve suyunun
antioksidan ve antiiilser aktivitesini incelemislerdir. Toplam fenolik igerigini 746 pg/mL
olarak belirlemislerdir ve DPPH ile belirledikleri antioksidan kapasitesini de fenolik
maddelerin etkisinden dolayr etkili bulduklarini ifade etmislerdir. Fareler iizerinde
aragtirdiklar1 antiiilser aktivitede; meyve suyunun mukus {iretimini arttirdigin1 ve mukozal
yapiy1 onardigini goérmiislerdir.

Rabhi ve ark. (2013), agustos ve kasim aylarinda hasat edilen ii¢ gesit Opuntia ficus
indica bitkisinin (Rossa, Gialla, Bianca) biyolojik aktivitelerini, fenol igeriklerini ve yag

asidi kompozisyonlarini incelemislerdir. Agustos ayinda hasat edilen rossa ¢esidinin en
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yiiksek fenolik igerige sahip oldugu, bianca tiiriiniin ise en yliksek antiradikal aktiviteye
sahip olduklarmi bulmuslardir. Ayni1 zamanda yag asidi kompozisyonu, antioksidan
kapasitesi ve antimikrobiyal aktivitenin polifenol igerikleri ile iligkili oldugu sonucuna
ulasmuslardir. E.coli, S. aureus, S. Typhi, E. faecium, C. albicans’a kars1 antimikrobiyal
aktiviteyi gdzlemlemisler ve hem agustos hem kasim ayinda hasat edilen rossa ¢esidinin E.
faecium’a kars1 en yiiksek inhibisyonu sagladigini bulmuslardir.

Moosazadeh ve ark. (2014), Opuntia tiirlerinden biri olan Opuntia stricta F.’den elde
edilen esansiyel yagi GC ve GC/MS ile analiz etmisler ve tanimladiklar1 19 bilesikten en
baskin olanint % 42,7 ile timol olarak belirlemislerdir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonlarini ise; B. cereus, B. licheniformis, E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans

icin sirasiyla 1,25, 1,25, 5, 20 ve 2,5 mg/mL bulmuglardir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Cahismada Kullanilan Bitkiler

Calismanin materyalini 950 metre rakimda bulunan Kiitahya Belediyesi Hekim Sinan
Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezinden temin edilen Prunella vulgaris (Yara Otu),
Sambucus nigra (Kara Miirver) ve Calendula officinalis (Aynisefa); Bandirma pazarindan
temin edilen Ziziphus jujube (Hiinnap), Dalaman pazarindan temin edilen Opuntia ficus-

indica (Hint Inciri) olusturmaktadir.

3.2. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilen Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus RSSK 1009, Bacillus cereus NCTC 7464, Bacillus subtilis ATCC
6633 olmak tiizere dort Gram (+), Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739
olmak iizere dért Gram (-) mikroorganizma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji
Anabilim Dali gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr Neslihan DEMIR’den temin edilen Salmonella
Typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 ve Konkuk Universitesi Cevre Miihendisligi 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Ji Hyang Kweon’dan temin edilen Agrobacterium tumefaciens A136 ile

Chromabacterium violaceum 026 kullanilmistir.

3.3. Calismada Kullanilan Bitkilerin Hazirlanmasi

Prunella vulgaris tam bitki halinde oda sicakliginda ve liyofilize olmak iizere iki
farkli sekilde kurutulmustur. 3500 rpm de 10’ar saniye araliklar ile toplam 30 saniye
ogiitiilmiistiir. Sambucus nigra’nin dal ve meyve kisimlari, Calendula officinals tam bitki
halinde, Ziziphus jujube’nin kabuk, meyve ve ¢ekirdek kisimlari, Opuntia ficus- indica’nin

kabuk, meyve ve ¢ekirdek kisimlari ekstraksiyon igin hazirlanmistir.

3.3.1. Bitkilerin Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar da dikkate alinarak farkli ¢6zgenler kullanilarak uygun
bir ekstraksiyon yontemi secilmistir (Rauha ve ark, 2000; Sultana ve ark, 2007).

Daha 6nceden kurutulan, 6giitiilen ve kabuk, meyve, dal, ¢ekirdek olarak kisimlara

ayrilan bitkiler etanol ve metanol ¢ézgenleri ile birlikte (1:10, w/v) 25 °C‘de 250 rpm’deki
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calkalamali inkiibatorde (Jeio Tech, IS-971R, Seoul, Kore) 8 saat ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyonlar paralelli bir sekilde yapilmistir. 8 saatin sonunda aseptik kosullar altinda
ekstraktlarin sivi kismi 0, 45 um’lik siringa filtrelerden (Sartorius stedim) gegirilmis ve
yine aseptik sartlar altinda steril siselere doldurulmustur. Ekstraktlar analize alinincaya

kadar -18 °C’de saklanmistir (Rauha ve ark., 2000; Sultana ve ark., 2007).

3.4. Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Farkli ¢ozgenler ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi; sentetik bir
antioksidan olan troloksun, ABTS™ (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit,
Sigma, ABD) serbest radikalini indirgeme ilkesine dayanan TEAC (Troloks Esdeger
Antioksidan Aktivitesi) yontemi kullanilarak belirlenmistir (Re ve ark., 1999; Aydeniz ve
Yilmaz, 2012).

0,0384 g ABTS radikali balon joje iginde tartilarak bir miktar damitik su ile
¢Oziindiiriilmistir. 2 mL 12,25 mM potasyum persiilfat (Sigma, ABD) ¢o6ziindiiriilen
radikal lizerine eklenmis ve hazirlanan karisim damitik su ile 10 mL’ye tamamlanmistir.
Bu radikal ¢ozeltinin olusmasi i¢in oda sicakliginda karanlik bir ortamda 16 saat
bekletilmistir.

Olusan radikal ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometre de 734 nm’de 0.700+0,2
arasinda olmalidir. Bu absorbansin saglanmasi i¢in ABTS* radikali PBS ile seyreltilmistir.

Absorbansi ayarlanan stok sollisyondan 1 mL ve ekstraklarin farkli konsantrasyonlari
karistirilarak 734 nm’de 6 dakika sonunda spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800,
Japonya) okunmustur. Karistirma isleminin her ekstrakt i¢in ayn1 olmasina ve 3 saniyeyi
gecmemesine dikkat edilmistir. Her ekstrakt i¢in 3 farkli konsantrasyon denenmis ve
paralelli olarak c¢aligtlmistir. Ekstraktlarin inhibisyon yiizdeleri belirlenerek grafige
aktarilmis ve spektrofotometrede olusturulan troloks esitligi iizerinden antioksidan

kapasiteleri hesaplanmistur (Re ve ark., 1999; Aydeniz ve Yilmaz, 2012).
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Sekil 3.1. TEAC yontemi i¢in kullanilan standart Troloks egrisi

3.5. Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma, ABD)
kullanilarak spektrofotometre de 750 nm’de yapilan olgtimler ile belirlenmistir (Spanos ve
Wrolstad, 1990).

75 gram sodyum karbonat (Na2COs3) 1000 mL saf suda ¢6ziindiiriilmiistiir. Bir tiip
icine 100 pL ekstrakt, 900 pL saf su, 4 mL Na,COs, 5 mL Folin reaktifi konularak 30
saniye vortekslenmis ve oda sicakliginda karanlikta 2 saat beklemenin sonunda 750 nm’de
spektrofotometre de okuma yapilmistir. Spektrofotometre (Shimadzu, UV- 1800, Japonya)
de olusturulan gallik asit esitligi lizerinden ve baglangigtaki seyreltme faktorii de dikkate

alinarak (sf:10) hesaplamalar yapilmistir.
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3.6. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
Ekstraktlarin belirlenen mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etkisi disk difiizyon

yontemi ile belirlenmistir (Burt ve Reinders, 2003; Burt, 2004).

3.6.1.Kiiltiirlerin Hazirlanmasi
Belirlenen mikroorganizmalar Triptone Soya Broth’a (TSB, Biolife, italya) bir 6ze
dolusu alinarak 37°C’de 18-24 saat canlandirilmistir. Kiltiirler analiz sirasinda serum

fizyolojik ile 0,5 McFarland diizeyine seyreltilmistir.

3.6.2. Disk Difiizyon Yontemi

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi igin Mueller Hinton Agar (MHA, Biolife,
Italya) besiyeri kullamlmustir. Bunun ig¢in 20 mL MHA dokiilen petri kaplarina
canlandirilan gecelik kiiltirlerden 0,1 mL alinarak yayma plak yontemi ile ekim
yapilmistir. 20uL ekstrakt emdirilen diskler pens yardim ile petri kaplarina konulmustur.
Ekstraktlarin ¢ozgenleri olan etanol ve metanoliin inhibisyon ¢apina bir etkisinin olmamasi
icin disklere emdirilen ekstraktlardaki ¢dzgenler ugurulmustur.

Negatif kontrol olarak etanol (Sigma, ABD) ve metanol (Sigma, ABD) pozitif
kontrol olarak ise antibiyotik (ceftriaxon/30mg) kullanilmigtir. Ekimi yapilan ve diskleri
yerlestirilen petri kaplar1 37°C’de 16-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda disklerin etrafinda olusan zon gaplar1 6lgtilmiistiir.

3.6.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarimn (MiK) Belirlenmesi

Antibakteriyel etki gosterdigi belirlenen ekstraktlarin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlart mikro dilisyon yontemi ile belirlendi (Burt ve Reinders, 2003; Burt,
2004).

3.6.1°de verilen yontem ile hazirlanan kiiltiirler kullanilarak minimum inhibisyon
konsantrasyonunun belirlenmesi amaci ile 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmistir.
Ekstraktlarin farkli konsantrasyonlari hazirlanmistir. Mikroplak kuyucuklarma 50 pL
Mueller Hinton Broth (Biolife, Italya), 50 uL ekstrakt, 50 pL kiiltiir konulmustur. Plaklar
37°C’de  18-24 saat inkiibasyona brrakilmistir.  Inkiibasyon sonunda  plak
spektrofotometrede (Thermo scientific, Multiscan FC, ABD) 450 nm’de okunmustur.
Cihazdan kaynaklanan okuma hatalariin ortadan kaldirilmasi ve kontrol amaci ile tiim
kuyucuklara 10uL %0,1°lik tetrazolium (Merck, Almanya) ilave edilerek 37°C’de 2 saat

inkiibatorde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda mikrobiyal gelisim olan kuyucuklar kirmizi
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renge donmiistiir. Mikrobiyal gelisme oldugu diisiiniilen fakat kirmizi renge dénmeyen
kuyucuklardan yine kontrol amaci ile 10 pL alinarak MHA besiyerine ekim yapilmistir.
Petri kaplar1 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
stiphenilen kuyucuklarda gelisme olup olmadigi goriilmiis ve maksimum inhibisyon

gozlenen minimum konsantrasyon degeri hesaplanmaistir.

3.7. Antitiimor Aktivitenin Belirlenmesi
Ekstraktlarin antitimor aktivitesi patates disk yontemi (potato disc assay) ile
belirlenmistir (Ashraf ve ark., 2015; Sajid ve ark., 2016; Ramazeni ve ark., 2016).

3.7.1. Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Giiney Kore’de bulunan Konkuk Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Ji Hyang Kweon’dan temin edilen Agrobacterium tumefaciens A136 50 uL
tetrasiklin (Sigma, ABD) ve 250 uL spectinomysin (Sigma, ABD) igeren Luria Bertani
Broth’da (Difco, Fransa) 28°C’de 24-48 saat canlandirilmistir. Kiiltiir analizden Once
serum fizyolojik kullanilarak Mc Farland cihazinda 0,5 degerine kadar seyreltilmistir.

(Ramazeni ve ark., 2016)

3.7.2. Patates Disklerin Hazirlanmasi

Almanya da bir marketten temin edilen kirmizi kabuklu patatesler (Solanum
tuberosum L.) kabuklar1 soyularak %1°lik hipoklorit ¢ozeltisine daldirilarak 30 dakika
bekletilmistir. Bu siirenin sonundan patatesler u¢ kisimlarindan kesilmis ve tekrar
hipoklorit ¢6zeltisine daldirilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Patatesler aseptik kosullar
altinda 0,5 cm kalinligindan olacak sekilde dilimlenmistir ve steril saf sudan gegirildikten
sonra kesilen dilimlerden mantar delici ile 13 mm’lik diskler kesilmistir. Kesilen diskler 15

dakika boyunca ultraviyole 11k altinda steril edilmistir (Ramezani ve ark., 2016)

3.7.3. Patates Disk Yontemi

Steril edilen patates diskler daha onceden hazirlanan %1,5 agar (Biolife, Italya)
iceren petri kaplarma pens yardimi ile yerlestirilmistir. Kiiltiir 0,5 McFarland diizeyine
serum fizyolojik ile seyreltirilerek getirilmistir. Ayn1 oranda kiiltiir ve ayn1 oranda ekstrakt
iceren karisimlar steril tiiplere hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimlardan 20 pL alinarak
patates disklere yavas bir sekilde emdirilmistir. Kontrol grubu olarak alkol ve su

kullanilmistir. Kontrol i¢inde ayn1 oranda kiiltiir kullanilmistir. Stre¢ film ile sarilan petri
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kaplar1 28°C’de 21 giin inkiibasyona birakilmistir (Ashraf ve ark., 2015; Sajid ve ark.,
2016).

Hesaplama

21 giinlin sonunda diskler 20 dakika liigol soliisyonu ile muamele edilmis ve
mikroskop ile incelenmistir. Tiimor gelisen diskler liigol ¢ozeltisini emmedikleri i¢in beyaz

goriinmiislerdir. Inhibisyon yiizdeleri asagida verilen formiil ile hesaplanmistir. (Ramazeni

ve ark., 2016; Sajid ve ark., 2016)

Inhibisyon yiizdesi: 1- Ns-N¢*100 (3.1

Ns: Ekstraktli disklerdeki tiimor sayisi

Nc: Negatif kontroldeki timor sayisi

3.8. Quorum Quenching Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin mikroorganizmalar arasindaki sinyalleri kirma o6zelligi (Quorum
Quenching aktivitesi) disk difiizyon yontemlerine gore belirlenmistir (McClean ve ark.,
1997; Chenia, 2013; Lade ve ark., 2015).

Kisa AHL’lerin belirlenmesi amaci ile Chromobacterium violaceum 026 ve C6
sinyali, uzun AHL’lerin belirlenmesi amaciyla ise Agrobacterium tumefaciens A136 ve C8

sinyali kullanilmustir.

3.8.1. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Sinyaller

X-gal Hazirlanmasi1: Uzun AHL’lerin belirlenmesinde Agrobacterium tumefaciens
A136 i¢in kullanilmistir. Plaklardaki agar yiizeyine 20 uL. X-gal (Acros, ABD) yayilmstir.

20 mg X-gal 1 mL dimetiksiilfoksit (DMSO, Merck, Almanya) ile hazirlanmistir.

Kanamisin Hazirlanmasi: Cv026 i¢in Luria Bertani Broth (LB) besiyerine S0uL
kanamisin (Sigma, ABD) ilave edilmistir.

20 mg/mL olacak sekilde su i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve 0,45 um’lik filtreler ile steril
edilmistir.

Spektinomisin Hazirlanmasi: A. tumefaciens A136 i¢in Luria Bertani Broth (LB)
besiyerine 250 uL spektinomisin (Sigma, ABD) ilave edilmistir.

10 mg/mL olacak sekilde su iginde ¢oziindiiriilmiis ve 0,45 um’lik siringa filtre ile

steril edilmistir.
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Tetrasiklin Hazirlanmasi: A. tumefaciens A136 i¢in Luria Bertani Broth (LB)
besiyerine 50 pL tetrasiklin (Sigma, ABD) ilave edilmistir.

4.5 mg/mL olacak sekilde %50’lik etanol/su karisiminda ¢oziindiiriilmiis ve 0,45
um’lik steril siringa filtreler ile steril edilmistir.

Sinyallerin Hazirlanmasi: C6 (Sigma, ABD) ve C8 (Sigma, ABD) sinyalleri 1
mg/mL olacak sekilde hazirlandilar ve 0.45 um’lik steril siringa filtrelerden gegirilerek

steril edilmislerdir.

3.8.2. indiikator Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Chromobacterium violaceum 026 kanamisin ilave edilen Luria Bertani Broth da
30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Agrobacterium tumafaciens A136
spektinomisin ve tetrasiklin ilave edilen Luria Bertani Broth da 30°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir (McClean ve ark., 1997; Chenia., 2013).

3.8.3. Ekstraktlarin Quorum Quenching (QQ) Ozelliklerinin Saptanmasi

3.8.3.1. Kisa AHL’lerin Belirlenmesi

Cv026 ile birlikte C6 sinyali kullanilmistir. 125 pL gecelik kiiltiir ve 20 pL sinyal
Luria Bertani Agar plaklara yayilmistir. Petri kaplarina pens yardimi ile steril diskler
yerlestirilmistir. QQ ozelligi belirlenmek istenen bitki ekstraktlarindan 20 pL alinarak
disklere emdirilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve zon olusturan ekstraktlar
saptanmistir (McClean ve ark., 1997; Chenia, 2013).

3.8.3.2. Uzun AHL’lerin belirlenmesi

A.tumefaciens A136 ile birlikte C8 sinyali kullanilmistir. 20 pL X-gal LB Agar
plaklarina yayilmstir. 125 pL gecelik kiiltiir ve 20 uL C8 sinyal molekiilii plaklara yayildi.
Pens yardimi ile steril diskler yerlestirilmistir. QQ 6zelligi belirlenmek istenen bitki
ekstraktlarindan 20 pL alinarak disklere emdirilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyonun

sonucunda zon olusturan ekstraktlar belirlenmistir (Chenia, 2013).

3.9. Ekstraktlarin Antimutajenik Etkilerinin Belirlenmesi
3.9.1. Salmonella Mikrozom Mutajenite Testi (Ames Testi)
Ekstraktlarin antimutajenik etkilerinin arastiritlmasinda (Ames ve ark., 1973a,b;

Ames ve ark., 1975) yontemlerinin kombinasyonu kullanilmistir (Uysal ve Durak, 2006).
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3.9.2. Suslarin Genetik Isaretlerinin Kontrolii

Analizde baz c¢ifti degisiminin belirlenmesi amaciyla Salmonella Typhimurium
TA100 ve ¢erceve kaymasina yol acan mutajenlerin belirlenmesi amaciyla Salmonella
Typhimurium TA98 mutant suslar1 kullanilmastir.

Test suslarinin kontrolii Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen- Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Neslihan Demir’in yiiksek lisans

Ogrencileri tarafindan yapilmistir.

3.9.3. Salmonella/ Mikrozom Test Sisteminde Kullanilan Besiyerleri, Kimyasal
Maddeler ve Cozeltiler

Vogel Bonner (50xVB tuzlari): Minimal agar igin hazirlanmistir. Iceriginde
Magnezyum siilfat (Alfa aesar, ABD), Sitrik asit monohidrat (Merck, Almanya), Potasyum
fosfat (Sigma, ABD), sodyum amonyum fosfat (Sigma, Almanya) kullanilmistir (Uysal ve
Durak, 2006).

1000 mL icin

Distile su (50 C) 670 mL
Magnezyum siilfat 109
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat 500¢g
Sodyum amonyum fosfat 1759

Tuzlar sira ile distile suya ilave edildi ve 121°C de 20 dakika steril edildikten sonra

hacim steril distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

0.5 mM Histidin/ Biyotin Cozeltisi: Analiz sirasinda 45°C’deki {ist agara ilave

edilmistir.
250 mL i¢in
D- biyotin (Sigma, ABD) 30,9 mg
L- Histidin (Merck, Almanya) 24,0 mg
Distile su 250 mL

Biyotin kaynama noktasina yakin distile su da ¢oziindiiriildiikten sonra histidin ilave

edilmistir. Elde edilen ¢6zelti 0. 22 um’lik membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.
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Ust Agar: Test suslarimin minimal glikoz agarli plaklara ekilmesi sirasinda

kullanilmistir.
100 mL i¢in
Bacto agar (BD Difco, Fransa) 069
NaCl (Merck, Almanya) 059
Distile su 100 mL

Karisim 2’ser mL tiiplere paylastirilmis ve 121°C’de 20 dakika steril edilmistir. 55°C

ye ayarlanan su banyosunda kullanilmak iizere bekletilmistir.

Ampisilin Cozeltisi: Test suslarinin Nutrient Broth’a ekimi sirasinda 20 mL Nutrient

Broth’a karsilik 63 puL ampisilin ilave edilmistir.

100 mL i¢in
Ampisilin trihidrat (Sigma, ABD) 0,89
NaOH 100 mL

Tuz Cozeltisi: S9 karigiminin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.

500 mL i¢in
Potasyum kloriir (Merck, Almanya) 6159
Magnezyum kloriir (Merck, Almanya) 40,79
Distile su 500 mL

Cozelti 121°C’de 20 dakika steril edildikten sonra buzdolabinda saklanmustir.

0,2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH:7,4): S9 karisiminin hazirlanmasi igin

kullanilmastir.
500 mL i¢in
0.2 M sodyum dihidrojen fosfat (Sigma, ABD) 60 mL
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Sigma, ABD) 440 mL

Cozelti 121 C’de 20 dakika steril edilmis ve pH’nin 7.4 olmasina dikkat edilmistir.

0,1 M B- NADP Céozeltisi: S9 karisiminin hazirlanmasi i¢in kullanilmisgtir.
S mL i¢in
B NADP (Sigma, ABD) 383 ¢
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Distile su 5mL

Cozelti 0,22 pm’lik siringa filtre ile steril edilmistir.

1 M Glukoz-6-fosfat Cozeltisi: S9 karisiminin hazirlanmasi i¢in kullanilmastir.

10 mL i¢in
Glukoz-6-fosfat (Sigma, ABD) 282 mg
Distile su 10 mL

Cozelti siringa filtre ile steril edilmistir.

S9 Karisimi
Rat karacigeri S9 fraksiyonu (Sigma, ABD) 2 mL

MgCl,- KCl tuz ¢ozeltisi 1mL
1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 mL
0,1 M beta- NADP 2,0 mL
0,2 M Fosfat tamponu 25 mL
Steril distile su 19,75 mL

Karisim analiz oncesinde hazirlanmis ve analiz boyunca buz ig¢inde muhafaza

edilmistir. (Uysal ve Durak, 2006)

Minimal Glukoz Agar (MGA): Mutajenite deneylerinde kullanilmustir.
1000 mL i¢in

Agar 15¢

50 x VB tuz ¢ozeltisi 20 mL
Glukoz ¢ozeltisi 100 mL
Distile su 880 mL

Tartilan agar isttine distile su ilave edilerek 121°C’de 20 dakika steril edilmistir.
Karisimin sicakligi 50°C’ye diistirtildiigiinde daha 6nceden steril edilen 50 x VB ve glukoz
¢Ozeltisi sira ile ilave edilmistir. Steril petri kaplarina 20’ser mL paylastirilmistir.

Nutrient Broth: Test suslarmin (Salmonella Typhimurium TA98, Salmonella
Typhimurium TA100) sivi kiltiirlerinin  hazirlanmasi i¢in Nutrient Broth (Merck,

Almanya) kullanilmstir.
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Glukoz Cozeltisi (%20’lik): Minimal glukoz agar plaklarinin hazirlanmas i¢in ilave
edildi.

100 mL i¢in
Glukoz (Merck, Almanya) 20 ¢
Distile su 100 mL

Cozelti 121°C’de 20 dakika steril edildi.

Pozitif Kontrol: Bakterilerin mutajen oldugu bilinen maddelere karsi tepkilerini
belirlemek amaci ile Onceden mutajenitesi belirlenmis olan pozitif mutajenler
kullanilmistir. Bu amag¢ ile Salmonella Typhimurium TA98 igin S9 varliginda 2-
aminoflouren (Sigma, ABD), S9 yoklugunda ise; 4-nitro-o-fenilendiamine (Sigma, ABD)
kullanilmigtir. Salmonella Typhimurium TA100 i¢in ise hem S9 varliginda hem S9
yoklugunda sodyum azid (Merck, Almanya) se¢ilmistir. (Uysal ve Durak, 2006).

Negatif Kontrol: Test edilen ekstraktlari ve kontrol mutajenlerini ¢6zmek igin
kullanilan etanol ve dimetil siilfoksitin Salmonella Typhimurium TA98 ve TA100 suslari
tizerinde bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile negatif kontrol olarak
kullanilmistir. 37°C*de 48-72 saatlik bir inkiibasyonun sonucunda kontrol planlarindaki ve

calisma plaklarindaki koloni sayilar1 karsilagtirtlmistir (Uysal ve Durak, 2006).

3.9.4. Plak inkorporasyon Testi

Ektraktlarin antimutajenite 6zelliginin test edilmesi ig¢in plak inkorporasyon testi
kullanilmistir. Deney S9 varliginda ve S9 yoklugunda olmak iizere iki farkli sekilde
gergeklestilmistir (Ames ve ark., 1973a,b; Uysal ve Durak, 2006).

3.9.4.1. S9 Yoklugunda Yapilan Antimutajenite Testi

Bu test i¢in nutrient broth da 37°C’de 16 saat gelistirilen test suslarindan alinarak
yine nutrient broth da 37°C’de 3 saat gelistirilen taze kiiltiir hazirlanmigtir. Bakterilerin
yogunlugu spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) 540 nm’de yapilan
okumalar sonucunda 0,1-0,2 olacak sekilde seyreltilmistir. Daha 6nceden steril edilen ve su
banyosunda 45°C’ye sogutulan 2 mL’lik tist agarlara 222 pL histidin/biyotin ¢6zeltisi ilave
edilmistir. Daha sonra sirasiyla 500 pL sodyum fosfat tamponu, 100 pL bitki ekstrakti, 100
uL pozitif mutajen ve 100 pL bakteri kiiltiirii ilave edilerek 3 saniye vortekslenerek

Minimal glukoz agarli plaklara yayilmistir. Bu islemin {ist agarin donmamasi ve plakta
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homojen bir yayilim olmasi i¢in olabildigince hizli yapilmasina dikkat edilmistir. Agarin
donmasi beklenmis ve plaklar 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Tiim bu

islemler her iki test susu i¢in paralelli olarak yapilmistir (Uysal ve Durak, 2006).

3.9.4.2. S9 Varhginda Yapilan Antimutajenite Testi

Bu test igin Nutrient Broth da 37°C’de 16 saat gelistiren test suslarindan alinarak
yine Nutrient Broth da 37°C’de 3 saat inkiibasyon ile taze kiiltiir hazirlanmistir. Test
suslarmin yogunluklar1 spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) 540 nm’deKki
Olctimler sonucunda 0,1-0,2 arasinda olacak sekilde seyreltilmistir. Daha 6nceden steril
edilen ve 45°C’ye sogutulan tist agarlara 222 uL histidin/biyotin ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Daha sonra sira ile 500 pL S9 karisimi, 100 pL bitki ekstrakti, 100 pL pozitif mutajen
madde, 100 pL bakteri kiiltiiri tiiplere ilave edilmistir. Tiipler 3 saniye vortekslenerek hizli
bir sekilde minimal glukoz agarli plaklara yayilmistir. Agarin donmasi beklenmis ve
plaklar 37°C’de 48-72 saat inliibasyona birakilmistir. Tiim bu islemler her iki test susu i¢in
paralelli bir sekilde yapilmistir. Analiz boyunca S9 karistmi buz icin de muhafaza
edilmistir (Uysal ve Durak, 2006).

3.10. Istatiksel Degerlendirme

Caligmamizdaki analizler paralelli olarak yapilmistir. Elde edilen bulgulara
tanimlayict istatistik uygulanmig olup ortalamalarin farkinin 6nemli olup olmadig
(p<0,05) belirlenmis ve bulgular arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla korelasyon testi

uygulanmistir. Bu amagla Minitab 17.0 paket programi kullanilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitesi ve Toplam Fenolik Madde
Icerikleri

Ekstraktlarin Folin ciocelteu reaktifi ile belirlenen toplam fenolik icerikleri (TPC) ve
ABTS radikalini indirgeme tayinine dayanan (TEAC) yontemi ile belirlenen antioksidan

kapasiteleri Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Metanol ile elde edilen ekstraklarin toplam fenolik icerikleri ve antioksidan
kapasiteleri

TEAC

Bitki ]%li:ltlrdz:lftm Elde (mmol troloks/g TPC
gi Kisim ekstrakt) (mg GA/g ekstrakt)
Prunella vulgaris Tam bitki (oda sicakligr) 26,80 £+ 3,70 377,30 £12,70
Prunella vulgaris Tam bitki (Liyofilize) 2,78+ 1,20 353,27 £5,91
Opuntia ficus-indica Cekirdek 0,17 +£ 0,50 91,91 £4,55
Opuntia ficus-indica Et 3,56 + 3,60 271,00 + 0,90
Opuntia ficus-indica Kabuk 1,95+ 1,60 327,40 + 26,40
Sambucus nigra Dal 4,10 £2,20 332,80 + 12,60
Sambucus nigra Meyve 10,40 £ 6,40 395,10 £ 13,20
Ziziphus jujube Cekirdek 1,79 £2,70 331,00 + 8,20
Ziziphus jujube Et 1,49 £4,50 192,80 £ 11,80
Ziziphus jujube Kabuk 2,02 +£6,70 333,40 + 6,36
Calendula officinalis Tam bitki 16,90 £+ 4,80 163,42 £ 6,08

Cizelge 4.2. Etanol ile elde edilen ekstraklarin toplam fenolik icerikleri ve antioksidan
kapasiteleri

Bitki Ekstraktin Elde Edildigi TEAC TPC
Kisim (mmol troloks/g ekstrakt)  (mg GA/g ekstrakt)

Prunella vulgaris Tam bitki (oda sicakligi) 19,10 £ 5,20 336,45 +£7,27
Prunella vulgaris Tam bitki (Liyofilize) 2,25+1,43 346,50 £ 17,30
Opuntia ficus-indica Cekirdek 0,14 +£ 0,61 128,26 + 4,54
Opuntia ficus-indica Et 3,26 +£2,80 298,70 £ 5,20
Opuntia ficus-indica Kabuk 3,91 +£0,80 355,50 £ 12,30
Sambucus nigra Dal 2,24 + 0,60 174,60 + 21,80
Sambucus nigra Meyve 10,90 £+ 3,90 404,60 £+ 15,50
Ziziphus jujube Cekirdek 1,34 £0,80 126,45 + 7,27
Ziziphus jujube Et 1,91 + 1,20 265,54 £ 7,27
Ziziphus jujube Kabuk 1,41 +0,30 275,09 + 9,54
Calendula officinalis Tam bitki 12,30 £ 4,20 118,88 £ 5,81
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Cizelge 4.1.’e bakildiginda en yiiksek antioksidan kapasitesinin oda sicakliginda
kurutulan Prunella vulgaris’in metanol ekstraktina ait oldugu goriilmiistir. (26,8 mMol
Troloks/g ekstrakt) Ayni ekstraktin toplam fenolik igerigi ise 377,3 +12,7 mg GAE/g
ekstrakt bulunmustur. Mahboubi ve ark. (2015), Prunella vulgaris’in en yiiksek toplam
fenolik igerigini su ile elde ettikleri ekstraktta (156,5 mg GAC/g) bulmuslardir. Shan ve
ark. (2007), Prunella vulgaris’in metanol ekstraktinin antioksidan kapasitesini 36,4 mMol
troloks/ 100 g DW bulmuslardir. Mediani ve ark. (2014), farkli sekillerde kurutulan (oda
sicakligi, firmn, liyofilize) Cosmos caudatus bitkisinin antioksidan kapasitesini ve toplam
fenolik igerigini kiyaslamislardir. En yliksek toplam fenolik igerigini oda sicakliginda
kurutulan bitki de (27,4 GAE/100 g) daha sonra ise liyofilize kurutulan bitkide (25,3
GAE/100g) bulmuslardir. DPPH ile belirledikleri antioksidan kapasitesini oda sicakliginda
kurutulan bitkide (ICso: 0,0223 mg/mL) en yiiksek degerde bulmuslardir. Oda sicakliginda
kurutulan Cosmos caudatus’un hem antioksidan kapasitesinin hemde toplam fenolik
iceriginin diger kurutma sekillerinden daha yiliksek olmasini bitkideki nem kaybinin
herhangi bir baski olmadan yavas bir sekilde gerceklesmesinden kaynaklanabilecegini
ifade etmislerdir. Bu yavas etkinin bitkideki fenolik maddelerin serbest birakilmasini
olumlu etkiledigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda en yiiksek toplam fenolik igerigi ise, Sambucus nigra’nin meyvesinin
etanol ekstraktinda bulunmustur (404,6 mg GA/mL). 10,9 mMol troloks/g ekstrakt ile
meyvesinin etanol ekstrakti en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip olmustur. Akhtar ve
ark. (2015), Sambucus nigra’nin metanol/kloroform ¢6zgenlerinin karigimi ile elde ettikleri
ekstraktin toplam antioksidan kapasitesini 55,5 + 3,3 vitC equiv mg/g DW, toplam fenolik
icerigini ise 36,5 + 4,5 GAE/g DW bulmuslardir.

Calendula officinalis’in metanol ekstrakti ise Prunella vulgaris’ten sonra en yiiksek
antioksidan kapasitesine (16,9 mMol troloks/g ekstrakt) sahip olmustur. Bunu sirasi ile
12,3 mMol troloks/g ekstrakt ile Calendula officinalis’in etanol ekstrakti izlemektedir.
Metanol ile elde edilen Calendula officinalis ekstraktinin toplam fenolik igerigi 163,42 +
6,08 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlenmis iken etanol ekstraktinin fenolik icerigi 118,88 +
5,81 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmustur. Sabir ve ark. (2015), Calendula officinalis’in
su ile elde ettikleri ¢icek ve yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik igerigini sirasi ile 72,91 +
2,1 ve 23,1 + 0,8 mg/g bulmuslardir. Chakraborthy (2009), DPPH ile belirledigi Calendula
officinalis yapraklarinin antioksidan kapasitesini en yiiksek etil asetat ¢dzgeni ile elde

etmis ve ICso degerini 16,00 + 0,57 pg /mL bulmustur.
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Ziziphus jujube ekstraktlar1 arasinda bir kiyaslama yapildiginda ise en yiiksek
antioksidan kapasitesine kabuk kisminin metanol ekstrakti sahiptir (2,02 mMol/g ekstrakt).
Aym sekilde toplam fenolik igerikleri kiyaslandiginda ise 336,45 + 6,36 mg GAE/g
ekstrakt ile en yiiksek toplam fenolik igerigi kabuk kisminin metanol ekstraktinda
bulunmustur. Kim ve ark. (2011), en yiiksek ABTS radikali siiplirme aktivitesini Ziziphus
jujube ¢ekirdeginin etanol ekstraktinda (%94,76) ve yapraginin metanol ekstraktinda
(%95,46) bulmuslardir.

Opuntia ficus-indica ekstraktlarindan elde ettigimiz bulgular incelendiginde ise; en
yiikksek antioksidan kapasitesi 3,91 mMol troloks/g ekstrakt ile kabuk kisminin etanol
ekstraktinda elde edilmistir. En yiliksek toplam fenolik igerigi ise, yine aymi ekstraktta
bulunmustur (355,5 + 12,3 mg GAE/g ekstrakt). Galati ve ark. (2003), Opuntia ficus-
indica’dan elde ettikleri meyve suyunun toplam fenolik i¢erigini 746 pg/mL bulmuslardir.

Genel olarak bakildiginda bitkilerin metanol ekstraktlarinin  antioksidan
kapasitelerinin etanol ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki
calismalar ve bizim ¢alismamiz arasindaki farklarin sebebi olarak da, ekstraksiyon yontemi
ve ¢ozgen farkliligi ile ekstraktlara gecen etken maddelerin farkli olmasi ve bu maddelerin
farkl1 antioksidan kapasitesine ve fenolik 6zellige sahip olmasi diisiiniilmektedir.

Tiim ekstraktlar i¢in degerlendirildiginde yapilan istatiksel analiz sonucunda
ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri ve toplam fenolik icerikleri arasinda korelasyon olup

olmadigina bakilmis ve istatiksel agidan 6nemli bir iligki bulunmamistir. (P>0,05)

4.2. Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

4.2.1. Disk Difiizyon

Ekstraktlarin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus RSSK
1009, Bacillus cereus NCTC 7464, Bacillus subtilis ATCC 6633 olmak {izere Gram (+),
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteriditis ATCC 13076, Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739 olmak iizere Gram (-) bakteriler
tizerindeki disk diflizyon sonuclari ¢izelge 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Metanol ile elde edilen ekstraklarin Gram (+) bakteriler iizerindeki inhibisyon

zonlar1

Bitki Ekstraktin Elde S. aureus S. aureus B. cereus B. subtilis
Edildigi Kisim  ATCC 25923 RSSK 1009 NCTC 7464 ATCC 6633
Prunella vulgaris Tag:czilzﬁiggda 6,00£0,00  6,00+£000  670+075  7,50+0,95
Prunella vulgaris (Rrgf?lig‘ei) 6,00£0,00  6,00+£000  7,00£1,00 820+ 144
Opuntia ficus-indica Cekirdek 6,00 + 0,00 6,00 = 0,00 6,50 +£ 0,50 6,00 + 0,00
Opuntia ficus-indica Et 9,70 + 1,25 6,70 = 0,47 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00
Opuntia ficus-indica Kabuk 8,20+ 1,31 6,50 0,28 6,00 + 0,00 7,20+ 1,25
Sambucus nigra Dal 8,50 + 1,44 7,70 £ 0,25 6,00 + 0,00 8,20+ 1,44
Sambucus nigra Meyve 9,50 + 1,06 8,00 + 0,40 6,70 £ 0,75 7,70 £1,03
Ziziphus jujube Cekirdek 9,50 + 1,06 7,50 £ 0,94 7,00 £ 1,00 6,50 £ 0,50
Ziziphus jujube Et 6,70 £ 0,47 7,70 £ 0,25 6,00 + 0,00 8,00+ 1,15
Ziziphus jujube Kabuk 6,00 + 0,00 8,70 £ 0,47 6,00 + 0,00 7,00 £ 1,00
Calendula officinalis Tam bitki 10,70 £ 0,47 10,20 £ 0,25 8,20+ 1,31 7,20 £ 0,75

Cizelge 4.4. Etanol ile elde edilen ekstraklarin Gram (+) bakteriler iizerindeki inhibisyon

zonlar1
Bitki Ekstraktin Elde S. aureus S. aureus B. cereus B. subtilis
Edildigi Kisim ATCC 25923 RSSK 1009 NCTC 7464 ATCC 6633
Prunella vulgaris Tagczilz'l‘ligg’da 800+£1,00  7,00+£1,60  7,70+1,75 10,50+ 1,72
Prunella vulgaris (I%/rgf?liitg) 950£136  6,00£0,00  720+£125 7,70+ 1,03
Opuntia ficus-indica Cekirdek 9,00 +£1,78 9,20 + 1,31 8,70 + 1,60 8,00+ 1,22
Opuntia ficus-indica Et 10,70 £ 0,47 8,00+0,91 7,70 +£ 1,03 8,50+ 1,44
Opuntia ficus-indica Kabuk 10,20 £ 1,31 9,50+ 1,19 7,70 +£ 1,03 8,20+ 1,44
Sambucus nigra Dal 12,50 £ 0,86 8,50+ 0,95 6,70 +£ 0,75 9,20 + 1,97
Sambucus nigra Meyve 8,50+ 1,44 6,20 +£ 0,25 7,00 £ 1,00 6,00 + 0,00
Ziziphus jujube Cekirdek 8,20+ 1,03 9,50+ 0,91 8,20 + 1,44 9,20 + 1,89
Ziziphus jujube Et 6,00 £ 0,00 8,50+ 0,75 6,70 £ 0,75 8,70+ 1,70
Ziziphus jujube Kabuk 6,00 £ 0,00 10,00 £ 0,91 8,20 £ 1,31 9,00+ 1,78
Calendula officinalis Tam bitki 8,70 £ 0,47 10,00 £ 0,40 7,50 £ 0,86 6,70 £ 0,47
Kontrol Ceftriaxon 25,75+ 0,47 24,50 £ 1,50 20,50 £ 0,28 30,00 = 0,40

Cizelge 4.4.¢ bakildiginda Gram (+) bakteriler i¢in degerlendirildiginde Prunella
vulgaris ekstraktlar1 arasinda en yiiksek antimikrobiyal etki 10,5 mm zon c¢ap1 ile B.
subtilis ATCC 6633’e kars1 gozlenmistir. Liyofilize olarak kurutulan Prunella vulgaris’in
etanol ekstrakti S. aureus ATCC 25923’¢ karst 9,5 mm zon olusturmustur. Gram (-)

bakteriler i¢in degerlendirildiginde oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in etanol
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ekstrakti 10,2 mm zon ile E.coli ATCC 25922’ye kars1 en yiiksek inhibisyonu saglamistir.
Salmonella Enteritidis ATCC 13076’ya kars1 ise 9,7 mm’lik zon gbzlenmistir.

Cizelge 4.5. Metanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (-) bakteriler {izerindeki

olusturdugu inhibisyon zonlar1

Ekstraktin Elde  Salm. Typhi Salm. Ent. E. coli E. Coli

Bitki Edildigi Kiim  ATCC 14028 ATCC 13076 ATCC 25922 ATCC 8739

Prunella vulgaris Tam bitki (oda

sicaklig) 6,50+0,50  6,00£0,00  6,00+000  820+131

Prunella vulgaris Tgm l.)i.tki
(Liyofilize) 620+£025  6,00+£000  7,20+094  6,50+0,50
Opuntia ficus-indica Cekirdek 7,00 + 0,57 6,00 £ 0,00 6,00 + 0,00 8,70 + 0,85
Opuntia ficus-indica Et 720+0,75  720+0,75  6,00+000  7,70+0,85
Opuntia ficus-indica Kabuk 6,50+£028  6,70+025  6,00+000  9,70+0,25
Sambucus nigra Dal 8,50+ 1,19  620+£025  6,50+£0,50 7,50 £ 0,86
Sambucus nigra Meyve 8,20 £ 0,62 8,20 +0,25 7,70 £ 1,03 7,00 £ 0,40
Ziziphus jujube Cekirdek 720+£0,75  6,50£050  8,70+£138  820+0,85
Ziziphus jujube Et 6,50+ 028  7,00£0,40  6,70+0,47 7,00+ 0,40
Ziziphus jujube Kabuk 8,00+ 0,91 8,20 + 1,03 6,70+ 0,47 10,50+ 1,19
Calendula officinalis Tam bitki 8,20 + 0,47 7,70 + 1,03 6,00 + 0,00 8,70 + 0,47
Kontrol Ceftriaxon 29,50+2,06 31,75+1,49 30,75+ 047 31,25+ 1,49

Genel olarak degerlendirildiginde Prunella vulgaris ekstraktlarinin etanol ¢ozgeni ile
elde edilen ekstraktlar1 metanol ekstraktina gore daha yiiksek antimikrobiyal etki
gostermektedir. Bunun sebebi etanol ¢ozgeni ile ekstrakta gecen etken maddelerin
antimikrobiyal etkisinin, metanol ¢ozgeni ile gegcen maddelere kiyasla daha yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip olmasi ile agiklanabilir. Prunella vulgaris ekstraktlarinin
Gram(-) bakterilere oranla Gram(+) bakterilere karsi daha etkili oldugu goriilmistiir.

Bunun nedeni Gram (-) bakterilerdeki hiicre duvari farkliligi oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.6. Etanol ile elde edilen ekstraktlarin Gram (-) bakteriler lizerindeki olusturdugu

inhibisyon zonlar1

Bitki Ekstraktin Elde  Salm. Typhi Salm. Ent. E. coli E. Coli
Edildigi Kisim ATCC 14028 ATCC 13076 ATCC 25922 ATCC 8739
Prunella vulgaris Tam bitki (oda
’ scaklig  820+131 970+ 117 10204153 850+ 150
Prunella vulgaris Tam bitki
° (Liyofilize) ~ 670£047 800+ 115 800122 820+ 131
Opuntia ficus-indica Cekirdek 9,00+ 0,91 8,70+ 1,70 9,20+ 1,14 9,20+ 1,89
Opuntia ficus-indica Et 8,50 £ 0,86 8,70 + 0,94 8.70 + 1,60 920 + 0,75
Opuntia ficus-indica Kabuk 7,20 + 0,62 7,00 £ 0,40 9,70+ 1,17 1120 + 1,38
Sambucus nigra Dal 800040  800+1,08 820+131 7,50+ 0,64
Sambucus nigra Meyve 820085  800+£081  7,00£057  850+0,50
Ziziphus jujube Cekirdek 8,00+ 0,57 7,20 + 0,62 10,20 + 1,46 9,00+ 0,91
Ziziphus jujube Et 7,20 +£0,47 7,20 £ 0,62 8,70+ 1,18 8,20 + 0,94
Ziziphus jujube Kabuk 920+1,11  870+085  850+1,550 13,20+ 1,02
Calendula officinalis Tam bitki 8,50 + 0,28 770 £ 1,03 6,00 + 0,00 770+ 1,06
Kontrol Ceftriaxon 29504206 31,75+ 149  30,75+047 3125+ 149

Sambucus nigra’nin dal kisminin etanol ile elde edilen ekstrakti S. aureus 25923 i¢in
12,5 mm zon ile en yiiksek inhibisyonu saglamistir. Daha sonra ise bunu S. aureus 25923’e
kars1 9,5 mm zon ile Sambucus nigra meyvesinin metanol ekstrakti izlemektedir. Gram (-)
bakteriler i¢in degelendirildiginde ise Sambucus nigra’nin dalinin metanol ekstrakti ve
meyvesinin etanol ekstrakti siras1 ile Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve E.coli
ATCC 8739’a kars1 8,5 mm zon olusturmustur. Hleba ve ark. (2013), Sambucus nigra’nin
metanol ekstraktinin E.coli’ye karst 13,5 mm zon olusturdugunu bulmuslardir. Bizim
caligmamizda ise E. coli ATCC 8739’a karsi en yiiksek inhibisyon 8,5 mm zon ile
meyvenin etanol ekstraktinda elde edilmistir.

Hearst ve ark. (2010), Sambucus nigra yapraklarinin Bacillus cereus’a karst 6 mm
zon olusturdugunu goézlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da ekstraktlarin B. cereus
NCTC 7464°¢ kars1 6,0-7,0 mm arasinda degisen zonlar gostermesi ile bu calisma ile
paralellik gostermektedir. Ekstraktin Bacillus cereus’a karsi bu kadar diisiik inhibisyon
gostermesi ise, Bacillus tiiriiniin sporlu bir bakteri olmasindan dolay1 ekstraktin
antimikrobiyal etkisinin Bacillus’un inhibisyonunda yetersiz kaldigin1 gostermektedir.
Fakat Cizelge 4.2.b’ye bakildiginda Sambucus nigra’nin dalinin etanol ekstraktinin B.
subtilis ATCC 6633’¢ kars1 9,2 mm zon olusturdugu ve B. cereus’a gore daha etkili oldugu
goriilmektedir.

Calendula officinalis ekstrakti ile elde edilen bulgular degerlendirildiginde; en

yiiksek inhibisyon zonunu S. aureus ATCC 25923’¢ kars1 10,7 mm ile metanol ekstraktinin

35



olusturdugu goriilmektedir. Efstratiou ve ark. (2012), Calendula officinalis’in metanol
ekstraktinin etanol ekstraktindan daha etkili oldugunu bulmuslardir. Etanol ekstrakti S.
aureus RSSK 1009’a kars1 10,0 mm zon olusturmustur. Hamad ve ark. (2011), Calendula
officinalis’in etanol ekstraktinin S. aureus’a kars1 14 mm zon olusturdugunu bulmuslardir.
Bu farkin bitkinin &zelliklerinin farkli olmasindan veya Staphylococcus suslarinin farkli
olabileceginden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ghaima ve ark. (2013), Calendula
officinalis’in su ile elde edilen ekstraktinin Salmonella tizerinde 10 mm, E.coli {izerinde ise
15 mm inhibisyon zonu olusturdugunu bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda ise metanol
ekstrakti E.coli ATCC 8739’a kars1 8,7 mm son olustururken etanol ekstrakti 8,5 mm ile
Salmonella Typhimurium ATCC 14028’e kars1 zon olusturmustur.

Ziziphus jujube ekstraktlar1 degerlendirildiginde Gram (+) bakteriler arasinda S.
aureus RSSK 1009’a kars1 10 mm zon olusturarak en yiiksek inhibisyonu kabugun etanol
ekstrakti saglamistir. Cekirdegin metanol ekstrakti ise; S. aureus ATCC 25923’¢ kars1 9,5
mm zon olusturmustur. Akbaryan ve ark, etanol ve metanol ekstraktinin S. aureus’a karsi
10 mm zon olusturdugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma ile sonuglar paralellik gostermektedir.

Gram (+) bakteriler i¢in degerlendirildiginde etanol ekstraktlart metanol
ekstraktlarina gore daha etkili bulunmustur. Gram (-) bakterilerden olan E.coli ATCC
8739’a kars1 kabugun etanol ekstrakti 13,2 mm zon olusturmustur (Cizelge 4.2.4). Ziziphus
jujube ekstraktlari hiicre duvarinda ki lipopolisakkarit yapiya ragmen Gram (-) bakterilere
kars1 daha etkili olmuslardir. Akbaryan ve ark. (2012), Ziziphus jujube ekstraktlarinin
Bacillus tiirlerine karsi antimikrobiyal etkisini gozlemlememislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise ¢ekirdegin etanol ekstrakti B. subtilis ATCC 6633’¢ kars1 9,2 mm, kabugun etanol
ekstrakti ise 9 mm inhibisyon zonu olusturmustur.

Opuntia  ficus-indica  ekstraktlarinin ~ sonuglar1  degerlendirildiginde  etanol
ekstraktlarinin metanol ekstraktlarina gore daha etkili oldugu sonucuna ulasilmigtir.
Opuntia ficus- indica etinin etanol ekstrakti1 S. aureus ATCC 25923’¢ kars1 10,7 mm zon
olusturmustur. Metanol ekstrakt1 ise ayn1 mikroorganizmaya karst 9,7 mm’lik inhibisyon
saglamistir. Gram (-) bakteriler i¢in degerlendirildiginde; ¢ekirdegin ve etin etanol
ekstrakti E.coli ATCC 8739’a kars1 9,2 mm’lik inhibisyon saglamistir. Opuntia ficus
indica ekstraktlar1 arasinda ¢ekirdek kisminin etanol ekstrakti 6zellikle Gram (-) bakteriler
tizerinde en yliksek inhibisyonu saglamistir.

Calisilan bitkilere ait bazi bulgularin literatiirdeki ¢alismalardan farkli olmasinin
sebebi olarak bitkilerin toplandigi yerin cografi konumu, iklim ozellikleri, toplanma

zamani, ekstraksiyon yontemi, kullanilan ¢6zgen, mikroorganizma suslarinin farklilig: gibi
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faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda ¢dzgen olarak kullandigimiz
etanol ve metanoliin olusacak zon ¢apina etkisi olmamasi i¢in ekstraktlarin emdirildigi
disklerden ¢ozgenler ugurulmustur. Bulgularimizin diger ¢alismalardan farkli olmasinda bu

faktoriin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.2.2. Ekstraktlarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

Prunella wvulgaris, Sambucus nigra, Calendula officinalis ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus RSSK 1009, Bacillus cereus
NCTC 7464, Bacillus subtilis ATCC 6633 olmak iizere Gram (+), Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteriditis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli ATCC 8739 olmak tizere Gram (-) bakteriler tizerindeki minimum

inhibisyon konsantrasyonlari Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Ekstraktlarin Gram (+) bakteriler {izerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (mg/mL)
Bitki Ekstraktin Elde S. aureus S. aureus B. cereus B. subtilis
Edildigi Kism ATCC 25923 RSSK 1009 NCTC 7464 ATCC 6633
Prunella vulgaris Tam bitki (oda
g sicakligr) (M) 6,00+£0,01 6,000,001  12,50+0,01 12,50+ 0,01
Prunella vulgaris Tam bitki (oda
g sicaklign)(E) 12,50 0,01  3,00£0,01  6,00+£0,01  6,00=+0,01
Prunella vulgaris Liyofilize (M) 12,50+0,01  12,50+£0,01  25,00+0,01 25,00+ 0,01
Prunella vulgaris Liyofilize (E) 12,50+ 0,01  25,00+0,01 25,00+0,01 12,50+ 0,01
Sambucus nigra Dal (M) 12,50 +£0,01 12,50 +0,01  25,00+0,01 12,50+ 0,01
Sambucus nigra Dal (E) 12,50 +£0,01 12,50 +0,01  12,50+0,01 12,50+ 0,01
Sambucus nigra Meyve (M) 12,50+ 0,01  6,00+£0,01  2500+0,01  25,00+0,01
Sambucus nigra Meyve (E) 6,000,001  6,00+0,01  2500+0,01  2500=0,01
Calendula officinalis ~ Tam Bitki (M) ~ 12,50+0,01 6,00+ 0,01  25,00+0,01 25,00+ 0,01
Calendula officinalis  Tam Bitki (E)  12,50+0,01 6,00+ 0,01 25,00+ 0,01 25,00+ 0,01

M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti
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Cizelge 4.8. Ekstraktlarin Gram (-) bakteriler {izerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (mg/mL)
Bitki Ekstraktin Elde  Salm. Typhi Salm. Ent.  E. coli ATCC E. Coli
Edildigi Kism  ATCC 14028 ATCC 13076 25922 ATCC 8739
Prunella vulgaris Tam bitki (oda
g sicakligr) (M) 6,00 + 0,01 6,00+ 0,01  12,50£0,01 12,50 0,01
Prunella vulgaris Tam bitki (oda
g sicaklig)(E) 12,50+ 0,01  25,00+£0,01  6,00+0,01 6,00+ 0,01
Prunella vulgaris Liyofilize (M) 12,50 +0,01  12,50+0,01 25,00+ 0,01 12,50+ 0,01
Prunella vulgaris Liyofilize (E)  25,00+0,01  25,00+0,01 25,00+0,01 25,00+ 0,01
Sambucus nigra Dal (M) 2500+0,01 2500+0,01 12,50+0,01 12,50+ 0,01
Sambucus nigra Dal (E) 2500001 2500+0,01 12,50+0,01 12,50+ 0,01
Sambucus nigra Meyve (M) 12,50+ 0,01  12,50+0,01  25,00+0,01 25,00 +0,01
Sambucus nigra Meyve (E) 12,50+ 0,01  12,50+0,01  25,00+£0,01 25,00+ 0,01
Calendula officinalis ~ Tam Bitki (M) 25,00+ 0,01  12,50+0,01  25,00+0,01 25,00+ 0,01
Calendula officinalis  Tam Bitki (E) 25,00+ 0,01  12,50+0,01 12,50 +0,01 25,00+ 0,01

M:Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti
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Sekil 4.1. Prunella vulgaris ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler iizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlari (M: Metanol Ekstrakti, E: Etanol ekstrakti, Pr. Vul.oda.sic:
Oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris Pr.vul.liyo: Liyofilize kurutulan Prunella

vulgaris)
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Sekil 4.2. Prunella vulgaris ekstraktlarinin Gram (-) bakteriler iizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlari (M: Metanol Ekstrakti, E: Etanol ekstrakti, Pr. Vul.oda.sic:
Oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris  Pr.vul.liyo: Liyofilize kurutulan Prunella

vulgaris)

Sekil 4.1. ve sekil 4.2.ye bakildiginda; oda sicakliginda kurutulan Prunella
vulgaris’in etanol ile elde edilen ekstraktinin en ¢ok Staphylococcus aureus RSSK 1009
tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. Sporlu bakteriler olan Bacillus cereus NCTC 7464
ve Bacillus subtilis ATCC 6633’¢ karst minimum inhibisyon konsantrasyonu ise oda
sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in etanol ekstrakti i¢in 6 mg/mL olarak
belirlenmistir.

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Salmonella Enteriditis ATCC 13076’ya
kars1 oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in metanol ekstrakti etanol
ekstraktindan daha etkili olmustur. Ayrica oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in
hem etanol hem metanol ekstraktinin liyofilize Prunella vulgaris ekstraktindan daha etkili
oldugu goriilmektedir.

Mahboubi ve ark. (2015), 27 mikroorganizmaya karst mikro sivi dillisyon ile
belirledikleri minimum inhibisyon konsantrasyonlarini 3,2-12,8 mg/mL bulmuslardir.
Prunella vulgaris’in  etanol ekstraktinin ~ S.aureus i¢in  minimum inhibisyon
konsantrasyonunu 3,2 mg/mL, E.coli i¢in 6,4 mg/mL, S. Typhimurium i¢in 6,4 mg/mL
bulmuslardir. Metanol ekstraktinin minimum inhibisyon konsantrasyonunu ise; S. aureus
icin 3,2 mg/mL, E.coli i¢in 12,8 mg/mL S. Typhimurium i¢in i¢in 12,8 mg/mL
bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise; Prunella vulgaris’in etanol ekstraktinin S. aureus
RSSK 1009 i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu 3mg/mL olarak belirlenmistir.

Prunella vulgaris’in etanol ekstraktinin S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in mik degeri 12,5
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mg/mL, E.coli ATCC 25922 i¢in 6 mg/mL, E.coli ATCC 8739 i¢in 6 mg/mL bulunmustur.
Metanol ekstraktlarinin mik degerleri ise; S.aureus ATCC 25923 ve S. aureus RSSK 1009
icin 6 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu deger, S. Typhimurium ATCC 14028 igin 6
mg/mL, E.coli ATCC 25922 ve E.coli ATCC 8739 i¢in 12,5 mg/mL olarak belirlenmistir.
Bu ¢aligma ile kiyaslandiginda degerler birbiriyle paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.3. Sambucus nigra ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler iizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlari (M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti, Sam n: Sambucus

nigra)
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Sekil 4.4. Sambucus nigra ekstraktlarinin Gram (-) bakteriler {izerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti, Sam n:Sambucus

nigra)



Sekil 4.3 ve sekil 4.4°e bakildiginda Sambucus nigra meyvelerinin etanol ve metanol
ekstraktlarinin en fazla S. aureus RSSK 1009 {izerinde etkili oldugu goriilmektedir.
Meyvelerin etanol ekstrakti ise S. aureus ATCC 25923 i¢in 6 mg/mL konsantrasyonda
etkili olmustur. Sambucus nigra ekstraktlarinin Gram (+) bakteriler lizerinde daha etkili
oldugu, Gram (-) bakteriler lizerindeki mik degerlerinin 12,5-25 mg/mL arasinda degistigi
sonucuna ulasilmistir.

Mohammadsadeghi ve ark. (2013), Sambucus nigra’nin meyvesinin metanol
ekstraktinin mik degerlerini Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis i¢in 5 mg/mL,
Escherichia coli i¢in 2,7 mg/mL, Salmonella Typhimurium i¢in 1,9 mg/mL bulmuslardir.
Bizim calismamizda ise; Sambucus nigra meyvesinin metanol ekstraktinin mik degeri S.
aureus RSSK 1009 i¢in, 6 mg/mL S. aureus ATCC 25923 i¢in 12,5 mg/mL, B. subtilis i¢in
25 mg/mL S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in 12,5 mg/mL, E. coli ATCC 25922 ve E. coli
ATCC 8739 i¢in 25 mg/mL bulunmustur. Suslarin farkli olmasi ve ekstraktlarin fenolik
madde kompozisyonlarinin farkli olmasi bu g¢aligma ile bizim c¢alismamiz arasindaki
farkliligin sebebi olarak gosterilebilir. Bitkilerin yetistigi cografi konumun, iklimin ve

toplanma zamaninin da bu farkliligin olusmasina sebep olabilecegi diisiintilmektedir.
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Sekil 4.5. Calendula officinalis’in Gram (+) bakteriler {izerindeki minimum inhibisyon

konsantrasyonlar1 (M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakt1)
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Sekil 4.6 Calendula officinalis’in Gram (-) bakteriler {izerindeki minimum inhbisyon

konsantrasyonlar1 (M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti)

Sekil 4.5 ve sekil 4.6’ya bakildiginda Calendula officinalis ekstraktlarinin Gram (+)
bakterilerden S. aureus RSSK 1009 i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu 6 mg/mL
bulunmustur. Diger mikroorganizmalar i¢in ise bu deger, 12,5-25 mg/mL arasinda
degismektedir.

Lar¢in ve ark. (2015), Calendula officinalis ¢igeklerinin metanol ekstraktlarinin
minimum inhibisyon konsantrasyonunu X.vesicotoria i¢in 1024 ng/mL, E. amylovara i¢in
256 pug/mL, C. michiganensis igin 512 pg/mL olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise Calendula officinalis ekstraktlarina ait en diisitk minimum inhibisyon konsantrasyonu
hem etanol hem metanol ekstraktinda S. aureus RSSK 1009 icin 6 mg/mL olarak
belirlenmistir. Diger mikroorganizmalar icin bu deger 12,5-25 mg/mL arasindadir.
Calendula officinalis ekstraktlar1 bu c¢aligmada, bizim c¢alismamiza gore daha etkili
olmustur.

Yapilan istatiksel analiz sonucunda ekstraktlarin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlari ile toplam fenolik igerikleri arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir

iligski bulunmamustir (p>0,05).
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4.3. Ekstraktlarin Antitiimor Aktivitesi

Oda sicakliginda ve liyofilize olarak kurutulan Prunella vulgaris, Sambacus

nigra’nin dal ve meyve kisimlari ve Calendula officinalis ¢i¢eklerinin etanol ve metanol ile

elde edilen ekstraktlarinin Patates Disk Yontemi’ne gore (Patato Disc Assay) elde edilen

timor inhibisyon degerleri Cizelge 4.9 ve ekstraktlarin artan konsantrasyonlara bagl

olarak tiimor inhibisyonundaki degisim Sekil 4.7, Sekil 4.8 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da

verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin patates diskler iizerindeki

tiimor inhibisyon degerleri

Ekstrakt Konsantrasyon Inhibisyon (%)

Prunella vulgaris (oda sicakligi) (M) 100 36,1
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (M) 1000 40,4
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (M) 10000 64,2
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (E) 100 13,4
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (E) 1000 30,1
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (E) 10000 76,2
Prunella vulgaris (liyofilize) (M) 100 4,5

Prunella vulgaris (liyofilize) (M) 1000 4,7

Prunella vulgaris (liyofilize) (M) 10000 36,1
Prunella vulgaris (liyofilize) (E) 100 3,5

Prunella vulgaris (liyofilize) (E) 1000 26,1
Prunella vulgaris (liyofilize) (E) 10000 40,2
Sambucus nigra (Dal) (M) 100 36,2
Sambucus nigra (Dal) (M) 1000 28,2
Sambucus nigra (Dal) (M) 10000 52,2
Sambucus nigra (Dal) (E) 100 10

Sambucus nigra (Dal) (E) 1000 33,7
Sambucus nigra (Dal) (E) 10000 46,6
Sambucus nigra (meyve) (M) 100 32,2
Sambucus nigra (meyve) (M) 1000 52,2
Sambucus nigra (meyve) (M) 10000 48

Sambucus nigra (meyve) (E) 100 26,2
Sambucus nigra (meyve) (E) 1000 50,5
Sambucus nigra (meyve) (E) 10000 73

Calendula officinalis (M) 100 20,5
Calendula officinalis (M) 1000 48,2
Calendula officinalis (M) 10000 44,7
Calendula officinalis (E) 100 26,2
Calendula officinalis (E) 1000 66,5
Calendula officinalis (E) 10000 70

M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti
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Sekil 4.7. Prunella vulgaris ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin tiimér inhibisyonlart
(M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti)

Sekil 4.7°ye bakildiginda; Prunella vulgaris’in  tiim ekstraktlarinda artan
konsantrasyon ve inhibisyon ylizdesi arasinda pozitif yonde bir korelasyon goériilmektedir.
En yiiksek antitiimor aktivite ise; oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in etanol

ekstraktinda 10000 ppm konsantrasyonda goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Sambucus nigra ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki tiimor inhibisyonlart
(M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti)

Sekil 4.8’¢ bakildiginda, en yiiksek antitiimor aktiviteye 10000 ppm’deki Sambucus

nigra meyvelerinin etanol ekstraktinin sahip oldugu, en diisiik inhibisyon yiizdesine ise
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100 ppm konsantrasyondaki Sambucus nigra dalinin etanol ekstraktinin sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Calendula officinalis ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki timor

inhibisyonlar1 (M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti)

Sekil 4.9’a bakildiginda konsantrasyon ve inhibisyon yiizdesi kiyaslandiginda,
Calendula officinalis ¢igeginin etanol ekstraktlarinin metanol ekstraktlarindan daha yiiksek
antitimor aktiviteye sahip oldugu ve en yiiksek inhibisyon yiizdesinin 10000 ppm
konsantrasyonundaki etanol ekstraktina, en diisiik inhibisyonun ise 100 ppm

konsantrasyonundaki metanol ekstraktina ait oldugu gériilmektedir.
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B Sambucus nigra (meyve) (M) B Sambucus nigra (meyve) (E) W Calendula officinalis (M)

B Calendula officinalis (E)

Sekil 4.10. Tiim ekstraktlarin degisen konsantrasyonlarina bagli inhibisyon yiizdeleri

(M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti)

45



Sekil 4.12. Sambucus nigra dalinin etanol ve metanol ekstraktinin emdirildigi disklerde

olusan tiimorler

«.\g\ / /

Sekil 4.13. Sambucus nigra meyvesinin etanol ve metanol ekstraktinin emdirildigi

disklerde olusan tiimdrler
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Sekil 4.14. Calendula officinalis ekstraktlarinin emdirilidgi disklerde ve kontrol grubunda

olusan tiimorler

Sekil 4.10’a bakildiginda tiim ekstraktlar arasinda 10000 ppm konsantrasyonda en
yiiksek antitiimor aktiviteye sahip ekstrakt oda sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in
etanol ekstraktt olurken 1000 ppm konsantrasyonda ise, en yiiksek aktivite Calendula
officinalis gigeklerinin etanol ekstraktinda goriilmiistiir. Tiim konsantrasyonlarda en diisiik
aktivite liyofilize Prunella vulgaris ekstraktlarinda bulunmustur. Tiim ekstraktlar igin
degerlendirildiginde etanol ile elde edilen ekstraktlar, metanol ile elde edilenlere goére daha
giiclii antitiimor aktivite gostermektedir.

Islam ve ark, (2009), Oldenlandia diffusa (Willd.) Roxb bitkisinin 1000 ppm de A.
tumefaciens AtTa0112, AtAc 0114 ve AtS10105 icin sirasiyla %40,98, %41,93, %41,89
oranlarinda ihhibisyon gozlemlediklerini belirtmislerdir. Bizim ¢aligmamizda 1000 ppm
konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon %66,5 ile Calendula officinalis’in etanol ekstrakti,
%50,5 ile Sambucus nigra meyvesinin etanol ekstrakti ve %40,4 ile Prunella vulgaris’in
metanol ekstraktinda gozlenmistir. 1000 ppm konsantrasyonda Prunella vulgaris ile
Oldenlandia diffusa (Willd.) Roxb bitkisi birbirine yakin degerlerde antitiimor aktivite
gostermektedir. Ahmad ve ark, (2016), Rumex hastatus D. Don. bitkisinin 1000 mg/mL
konsantrasyonda kloroform ve saponin fraksiyonlarinin sirasi ile %86,7 ve %93,3
oranlarinda tiimdr inhibisyonu sagladigini bulmuslardir.

Ekstraktlarin antitimor aktiviteleri arasindaki farkliliklarin sebebinin, ekstraktin elde
edilmesinde kullanilan ¢dzgenin farkli olmasi ve ekstrakttaki biyoaktif bilesenlerin ve etki

mekanizmalarinin farkli olmasi diistiniilmektedir.
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Ekstraktlarin antitiimor aktiviteleri ile antioksidan kapasiteleri arasinda matematiksel
anlamda pozitif bir iligski goriilsede yapilan istatistiksel analiz sonucunda aralarinda pozitif

yonde bir korelasyon bulunmamistir. (p>0,05)
4.4. Ekstraktlarin Quorum Quenching Aktiviteleri
Ekstraktlarin mikroorganizmalar arasindaki iletisimi engelleme 6zelligi (quorum

guenching aktivitesi ) Cizelge 4.10°da belirtilmistir.

Cizelge 4.10. Ekstraktlarin quorum quenching aktivitesi

Zon Caplar1 (mm)
Kisa AHL? Uzun AHLP
Ekstrakt (C. violeceum) (A. tumefaciens)
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (M) 9,75+131 9,50 £0,28
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (E) 13,75+ 0,75 7,50+ 0,28
Prunella vulgaris (liyofilize) (M) 8,75+ 0,47 7,75+0,25
Prunella vulgaris (liyofilize) (E) 7,50 £0,47 7,25+£0,25
Sambucus nigra (dal) (M) 9,50 + 0,50 9,50 + 0,28
Sambucus nigra (dal) (E) 9,00 £ 0,70 10,25+ 0,25
Sambucus nigra (meyve) (M) 7,50 £0,95 7,25+£0,25
Sambucus nigra (meyve) (E) 8,75+ 0,62 8,75+0,25
Calendula officinalis (M) 9,50 £0,28 10,25 +0,25
Calendula officinalis (E) 7,75+ 0,25 13,25+ 0,47
Metanol (K) - -
Etanol (K) - -
Su (K) - -

2 Kisa AHL (Acil homoserin lakton) kisa sinyallerin belirlenmesini ifade etmektedir.
® Uzun AHL (Agil homoserin lakton) uzun sinyallerin belirlenmesini ifade etmektedir.

M: Metanol ekstrakti, E: Etanol ekstrakti, K: Kontrol
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Sekil 4.15. Bitki ekstraktlarinin C.violaceum 026’ya kars1 olusturduklart inhibisyon zonlari
(1-Prunella vulgaris metanol ekstrakti (oda sicakligl) 2-Prunella vulgaris etanol ekstrakti (oda
sicakligl) 3-Prunella vulgaris metanol ekstrakti (liyofilize) 4- Prunella vulgaris etanol ekstrakti
(liyofilize) 11-Sambucus nigra metanol ekstrakti (dal) 12- Sambucus nigra etanol ekstrakt: (dal)
13-Sambucus nigra metanol ekstrakti (meyve) 14-Sambucus nigra etanol ekstrakti (meyve) 9-

Calendula officinalis metanol ekstrakti)

Sekil 4.16. Bitki ekstraktlarinin A. tumefaciens A136’ya karsi olusturduklari inhibisyon
zonlar1 (1-Prunella vulgaris metanol ekstrakti (oda sicakligi) 2-Prunella vulgaris etanol
ekstrakti (oda sicakligi) 3-Prunella vulgaris metanol ekstrakti (liyofilize) 4- Prunella
vulgaris etanol ekstrakti (liyofilize) 11-Sambucus nigra metanol ekstrakti (dal) 12-
Sambucus nigra etanol ekstrakti (dal) 13-Sambucus nigra metanol ekstrakti (meyve) 14-

Sambucus nigra etanol ekstrakti (meyve) 9-Calendula officinalis metanol ekstrakti)
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Cizelge 4.10’a bakildiginda tiim ekstraktlarin quorum quenching aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. En diisiik aktivite Sambucus nigra’nin meyve ekstraktina ve
liyofilize kurutulan Prunella vulgaris’e ait iken diger ekstraktlar i¢in inhibisyon zonlar1
8,75-13,75 mm arasinda degismektedir. Literatiirde ¢alismada kullanilan bitkilerin quorum
quenching aktivitelerinin belirlenmesi iizerine bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Khan ve
ark, (2009), Syzyglum aromaticum yaginin C. violaceum 14272 ve C. violaceum 026 ile
sirast ile 19 ve 17 mm zon olusturduklarimi ve bunu Cinnamomum verum, Lavandula
angustifolia ve Mentha piperita bitkilerinin izledigini belirtmislerdir. Al-Hussaini ve ark,
(2009), C. violaceum 12427’ye karsi Laurus mobilis’in ¢igek ve kabuk ekstraktlarinin
sirast ile 24 ve 19 mm, Sonchus oleraceus bitkisinin ise 18 mm zon olusturdugunu
bulmuslardir.

Bu calismalardaki bitkilerin quorum quenching aktivitesi, bizim ¢alismamizda ki
bitkilerin aktivitesinden daha yiiksektir. Ekstraktlarimizin quorum sinyal molekiiliiniin
inhibisyonunda bu c¢alismalara gore zayif kalmistir. Bunun sebebinin c¢alistigimiz
bitkilerin, sinyal molekiillerine benzer yapida iriin sentezlememesi olarak

diistiniilmektedir.

4.5. Ekstraktlarin Antimutajenik Aktiviteleri

Prunella wvulgaris, Sambacus nigra ve Calendula officinalis ektraktlarinin S9
varliginda ve S9 yoklugunda, Salmonella Typhimurium TA98 ve TA100 suslarma karsi
plak inkorporasyon testi ile belirlenen antimutajenik etkileri Cizelge 4.11 ve Cizelge
4.12°de verilmistir. Ekstraktlarin memeliler {lizerindeki metabolik aktivasyonlara bagl
olarak etkilerinin degisip degismediginin belirlenmesi amaci ile ortama S9 karaciger

fraksiyonu ilave edilerek memelilerdeki mekanizma olusturulmaya ¢alisilmistir.
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Cizelge 4.11. Prunella vulgaris, Sambucus nigra ve Calendula officinalis ekstraktlarinin

Salmonella Typhimurium TA98 susu tlizerindeki (S9 varliginda ve yoklugunda)

antimutajenik aktiviteleri ve plak inkorporasyon sonuglari1 (Etanol ekstrakti)
Antimutajenik Aktivite

(%)

Ekstrakt S9'suz S9'lu S9 () S9 (+)

Prunella vulga(rllzsj (oda sicaklig) 415410 301 = 14 33.16 61
Sambucus nigra (dal) (E) 410+ 8 507 £15 34,01 31,36
Sambucus nigra (meyve) (E) 428+10 374 +14 30,95 50,5
Calendula officinalis (E) 489 +£12 533 +3 20,57 27,62

Spontan 22 £8 30 £7 — —

Negatif Kontrol? 62 +£13 65 £ 10 — —

Pozitif Kontrol® 610 £30 725 £25 — —

2 Pozitif kontrol olarak TA98 i¢in S9 varliginda 2-aminoflouren, S9 yoklugunda ise 4-
nitro-o-fenilendiamine kullanilmuistir.
b Negatif kontrol olarak ekstraktlarmn ¢zgeni olan etanoliin bir etkisi olup olmadigmi

belirlemek amaci ile etanol kullanilmistir.

Prunella vulgaris’in etanol ekstrakti ¢er¢eve kaymasina sebep olan mutasyonlarin
belirlenmesinde kullanilan TA98 susu tlizerinde 2-aminoflouren pozitif mutajenine kars: S9
varhiginda %61 ile en yiiksek antimutajen aktivte goOstermistir ve giliclii antimutajen
simifindadir. S9 yoklugunda ise bu oran %33’e kadar diigmektedir. Ortama S9 fraksiyonu
ilavesi inhibisyon oranini arttirmistir. Bu sonug ekstraktlarin memelilerdeki mekanizma da
karaciger enzimi ile etkileserek antimutajen aktiviteyi arttirdigini géstermektedir.

Ekstraktlarin zayif, orta ve yiiksek antimutajen aktivite gostermeleri inhibisyon
yiizdelerine gore smiflandirilmigtir. %25’ten az inhibisyon orami ‘zayif’, %25 ile %40
arasinda ki inhibisyon orani ‘orta’, %40’tan fazla inhibisyon orani ise ‘yiiksek’ aktivite
olarak tanimlanmistir (Verschaeve ve Staden, 2008).

Sambucus nigra’nin meyvesinin etanol ekstraktina baktigimizda ise S9’lu ortamda
pozitif mutajene karst %50 oraninda bir inhibisyon sagladigini yine ayni sekilde S9
karisimin inhibisyonu artirdig1 goriilmektedir.

Calendula officinalis ekstrakti ise, S9 varliginda orta derece de antimutajen S9
yoklugunda ise zayif antimutajen aktivite gostermistir.

Literatlirde ¢alismamizdaki bitkiler ile ilgili antimutajen aktivitelerinin belirlenmesi
lizerine bir calismaya rastlanilmamistir. Fakat farkli bitki ekstraktlarinin antimutajen

aktivitesinin belirlenmesi lizerine ¢alismalar mevcuttur.
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Zahin ve ark, (2010), Corum copticum (L.) baharatinin ekstraktlarinin Salmonella
Typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA102 suslar1 ile %10,9 ile %83,1 oranlarinda
degisen antimutajen aktivite gosterdigini bulmuslardir. Basgedik ve ark, (2015) Iris
albicans bitkisinin etanol ekstraktinin S. Typhimurium TA98 ve TA100 suslarina karsi
belirledikleri antimutajen etkisini toprak tstii kismin ekstraktint 0,3 ve 3 mg/plak, toprak
altt govdenin ekstraktin1 0,015, 0,15, 1,5 mg/plak konsantrasyonlarda antimutajen etki
gosterdigini bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda ise TA98 susuna karst S9 karaciger
fraksiyonu varliginda 25 mg/plak konsantrasyonda Prunella vulgaris %61, Sambucus
nigra’nin dali %31, Sambucus nigra’nin meyvesi %50,5 ve Calendula officinalis %27
oraninda antimutajen aktivite gostermistir. S9 karaciger fraksiyonu yoklugunda ise;
Prunella vulgaris %33,16, Sambucus nigra dali %34,01, Sambucus nigra meyvesi %30,95
ve Calendula officinalis %20,57 oraninda antimutajen aktivite gostermistir. Bitki
ekstraktlarinin orta ve yiiksek derecede antimutajen aktivite gostermesi yapilarindaki
antimutajen aktiviteye sahip terpenlerin ve biyoaktif bilesenlerin segilen ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen ekstraktlarina yiiksek oranlarda ge¢mesi ile agiklanabilir.

Mutasyona yatkin S. Typhimurium TA98 susu, pozitif mutajen varliginda mutant
hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan besiyerinde daha fazla gelismistir. Buna karsin
calismamizda kullanilan ekstraktlar mutasyona ugrayan hiicre sayisint S9 varliginda
%27,62 ile %61, S9 yoklugunda ise %?20,57 ile %34,01 arasinda degisen oranlarda

azaltmiglardir.

Cizelge 4.12. Prunella vulgaris, Sambucus nigra, Calendula officinalis ekstraktlarinin
Salmonella Typhimurium TAI100 susu tzerindeki (S9 varliginda ve yoklugunda)

antimutajenik aktiviteleri ve plak inkorporasyon sonuglari (E: Etanol ekstrakti)

Antimutajenik Aktivite (%)

Ekstrakt S9'suz S9'lu S9 () S9 (+)
Prunella vulgaris (oda sicakligi) (E) 525,00 £20,00 479,50 +25,50 41,08 60,76
Sambucus nigra (dal) (E) 478,50 +28,00 458,00 + 15,00 47,63 63,49
Sambucus nigra (meyve) (E) 586,50 +£11,50 530,00 + 15,00 32,59 54,34
Calendula officinalis (E) 523,00 £67,00 626,00 +26,00 41,3 42,15
Spontan 102,00 +16,00 170,50 + 10,00 - —
Negatif Kontrol? 123,00 £17,00 190,00 + 15,00 — —
Pozitif Kontrol® 820,00 +48,00 958,00 + 35,00 — —

2 Pozitif kontrol TA100 igin hem S9 varliginda hem S9 yoklugunda sodyum azid kullanilmigtr.
b Negatif kontrol ekstraktlarin ¢dzgeni olan etanoliin bir etkisi olup olmadigi belirlemek amaci ile etanol

kullanilmistir.
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Baz ¢ifti degisimine sebep olan mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan TA100
susu iizerinde sodyum azid pozitif mutajenine karst hem S9 varliginda hem S9 yoklugunda
tiim ekstraktlar orta ve giiclii derece de antimutajen etki gostermislerdir.

S9 varliginda en yiiksek etkiyi %63,49 ile Sambacus nigra’nin dal ekstrakti
gostermistir. Bunu daha sonra %60,76 ile Prunella vulgaris izlemistir.

S9 yoklugunda ise en yiiksek inhibisyon Sambucus nigra’nin dal ekstraktinda, en
diisiik inhibisyon ise Sambucus nigra’nin meyve ekstraktindadir. Tiim ekstraktlarda ortama
S9 karisimi ilave edilmesi inhibisyon yiizdesini arttirmistir.

Literatiirde c¢alismamizda kullanilan bitki ekstraktlar1 ile ilgili bir calismaya
rastlanilmamustir. Jayaprakasha ve ark, (2007) Cinnamomum zeylanicum bitkisinin S.
Typhimurium TAZL00 susu ile 5000 pg/ plak konsantrasyonda gii¢lii antimutajenik aktivite
gosterdigini bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda S. Typhimurium TAI100 susu ile S9
karaciger fraksiyonu varliginda 25 mg/plak konsantrasyonda Prunella vulgaris %60,76,
Sambucus nigra’nin dali %63,49, Sambucus nigra’nin meyvesi %54,34 ve Calendula
officinalis %42,15 oraninda antimutajenik aktivite gostermistir. S9 fraksiyonu yoklugunda
ise; Prunella vulgaris % 41,08, Sambucus nigra’nin dali %47,63, Sambucus nigra’nin
meyvesi %32,59, Calendula officinalis %41,3 oraninda antimutajenik aktivite gostermistir.
Cinnamomum zeylanicum bitkisi ile yapilan ¢alisma ile karsilastirildiginda C. zeylanicum,
calismamizda ki bitkilere gore daha yiiksek antimutajen aktiviteye sahiptir. Bunun sebebi
C. zeylanicum bitkisinin daha yiiksek antioksidan kapasitesine ve biaktif bilesenlere sahip
olmasi ile agiklanabilir.

Mutasyona yatkin Salmonella Typhimurium TA100 susu pozitif mutajen varliginda
mutant hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan besiyerinde daha fazla gelismistir. Buna karsin
calismamizda kullanilan ekstraktlar S9 fraksiyonu varhiginda %42,15 ile %63,49, S9
fraksiyonu yoklugunda %32,59 ile %47,63 arasinda degisen oranlarda mutasyona hiicreyen
hiicre sayisin1 azalmislardir. S9 varliginda inhibisyon oraninin artmasi ekstraktlarin
karaciger aktivitesine engel olmadigini ve karaciger enzimleri ile etkilesime girerek

antimutajen aktiviteyi arrtirdigini géstermistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Gegmisten giiniimiize kadar baharat ve bitkilerin kozmetik, gida, ilag, boya gibi
amaglar i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Diinya saglik orgiitii (WHQO)’ niin verilerine gore de
su anda diinyada tibbi amag i¢in kullanildig1 bilinen bitki sayis1 20.000 civarindadir
(Baytop, 1999).

Son yillarda yapilan caligmalar sentetik koruyucularin yetersiz kaldigini ve insan
sagligina olumsuz etkileri olabilecegini ortaya koymustur. Gidalarda kullanilan sentetik
antioksidanlar olan butillenmis hidroksianisol (BHA) ve butillenmis hidroksitoluen
(BHT)’nin de saglik agisindan yan etkileri olabilecegine dair goriisler mevcuttur. Ortaya
c¢ikan bu olumsuzluklar dogal iirlinlere olan yonelimi arttirmis olup, arastirmacilari
bitkilerin antimikrobiyal, antioksidan, antimutajen, antitiimdr, antiinflamatuar gibi
farmakolojik 6zelliklerini belirlemeye yoneltmistir.

Bizim calismamizda da Prunella vulgaris (Yara otu), Sambucus nigra (Kara
Miirver), Ziziphus jujube (Hiinnap), Opuntia ficus- indica (Hint inciri) ve Calendula
officinalis (Ayn1 sefa) bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikleri incelenmis ve antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikleri var olan ekstraktlarin
antitimor, antimutajenite ve quorum quenching aktivitelerinin belirlenmesi {izerine
calistlmistir. Boylelikle ekstraktlarin hem dogal koruyucu olarak katki maddesi olarak
kullanilabilirliginin, hem de antimutajen, antitimér ve quorum quenching gibi fonksiyonel
ozelliklerinin belirlenerek insan sagligina olan etkisi ve tibbi amag¢ i¢in kullanilabilirliginin
aciklik kazanmasi amaglanmistir.

Bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerine bakildiginda en yiiksek kapasite oda
sicakliginda kurutulan Prunella vulgaris’in metanol ekstraktina (26,8 mMol Troloks/ gram
ekstrakt) ait olmustur. Bunu sirast ile Prunella vulgaris’in etanol ekstrakti (19,1 mMol
Troloks/ g ekstrakt), Calendula officinalis’in metanol ekstrakti (16,9 mMol Troloks/g
ekstrakt), Calendula officinalis’in etanol ekstrakti (12,3 mMol Troloks/g ekstrakt) ve
Sambucus nigra’nin meyvesinin etanol ekstrakti (10,9 mMol Troloks/g ekstrakt)
izlemektedir.

Fenolik madde igeriklerine baktigimizda ise Sambucus nigra’nin meyvesinin etanol
ekstraktinin 404,6 mg GAE/mL ile en yiiksek toplam fenolik igerigine sahiptir.

Antimikrobiyal aktivite olarak inceledigimizde eksraktlarin Staphylococcus aureus

tizerinde daha etkili oldugu Bacillus tiirleri iizerinde ise dnemli bir inhibisyon saglamadigi
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goriilmistiir. Isiya bile dayanikli olan Bacillus sporlarminin inhibisyonunda ekstraktlar
antimikrobiyal olarak etkili olmamustir.

Diinyada o6liime yol acan hastaliklara baktigimizda ilk sirada hala kanser yer
almaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapinin de basarisi siirlhi diizeydedir.
Gilinlik beslenmemiz de diizenli olarak alacagimiz antimutajen ve antikarsinojen
maddelerin de kanseri dnleme de veya yikici etkilerini azaltmada etkili olacagi yoniinde
goriisler mevcuttur (Kim ve ark.,2000).

Calismamizda Prunella vulgaris, Sambucus nigra ve Calendula officinalis
ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarinin antitimor ozellikleri ve Prunella vulgaris,
Sambucus nigra’nin dal ve meyvesi, Calendula officinalis’in metanol ekstraktlarinin
antimutajenitesi belirlenmistir.

En yiiksek tiimor inhibisyonu 10000 ppm konsantrasyondaki Prunella vulgaris’in
etanol ekstrakti olmustur (%76,2). Genel olarak bakildiginda etanol ile elde edilen
ekstraktlarin timor olusumunu engelleme de daha basarili oldugu goriilmektedir. Bunun
sebebi, etanol ¢dzgeni ile ekstrakta gegen etken maddeler ile metanol ¢ozgeni ile ekstrakta
gecen etken maddelerin farkli olmasi olarak aciklanabilir.

Ekstraktlarin antimutajen 6zelliklerini inceledigimizde ise baz ¢ifti degisimine neden
olan mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan TA100 susuna karst inhibisyon oranti,
cergeve kaymasina sebep olan mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan TA98 susunun
inhibisyon oranindan daha yiiksektir. Daha ag¢ik bir ifade ile ekstraktlar TA100 susu
tizerinde daha etkili olmustur.

Salmonella Typhimurium TA98 susu iizerinde pozitif mutajene karst S9 varliginda
en etkili ekstrakt %61 ile Prunella vulgaris olmustur. S9 yoklugunda ise Sambucus
nigra’nin dal ekstrakti %30,4 ile en yilksek inhibisyona sahip ekstrakt olmustur.
Salmonella Typhimurium TA100 susu iizerinde pozitif mutajene kars1 S9 varliginda ve S9
yoklugunda antimutajen aktivitesi en yiiksek ekstrakt Sambacus nigra’nin dal ekstrakti
olmustur.

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin
direng kazanmasi giiniimiiziin en énemli sorunlarindan biridir (Kiran ve ark., 2013). Son
yillarda yapilan calismalar da bakterilerin diren¢ kazanmasima miisaade etmeden
hastaliklarin  kontrol altina alinmasi {izerinedir (Hentzer ve Givskov, 2013).
Mikroorganizmalarin spor olusumu, biyofilm olusumu gibi faaliyetlerini ve popiilasyon

icerisindeki yogunluklarini quorum sensing adi verilen bir haberlesme sistemi ile
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sagladiklar1 bilinmektedir. Mikroorganizmalarin aralarindaki bu iletisimin engellenerek
kontrol altina alinmasi (quorum quenching) {izerine yapilan ¢aligmalar giderek artmaktadir.

Bizim c¢alismamizda da ekstraktlarin mikroorganizmalar arasindaki sinyal
aligverisini engelleyip engellemedigi belirlenmistir. Prunella vulgaris, Sambucus nigra ve
Calendula officinalis’in tiim ekstraktlarinin mikroorganizmalar arasindaki haberlesme
sistemini engelledigi yani quorum quenching aktivitelerinin oldugu gorilmiistiir.

Bazi farmakolojik ozellikleri belirlenen bu ekstraktlarin  gidalara  belirli
konsantrasyonlarda islenerek gidanin organoleptik 6zelliklerini ne yonde degistirdiginin ve
tilketici  beklentisini karsilaylp karsilamadiginin  belirlenmesi i¢in duyusal testler
yapilmalidir. Ayn1 zamanda ekstraktin antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinin gidaya
eklendigi takdirde de ayni etkiyi olusturup olusturmayacagina dair raf omrii ¢aligmalari
yapilabilir. ila¢ alaninda kullanilacaksa ekstraktlara dair toksisite tesleri kapsamli bir
sekilde yapilmalidir. Ozellikle Sambucus nigra’nin yogun siyah-mor renginden dolay1 hem
renk hem de antimikrobiyal ozellikleri agisindan tekstil alaninda dogal boya amacgh
kullanilabilir.

Ozet olarak bu ¢alisma; calisilan bitkilerin gida, ilag, kozmetik, tekstil alanlarinda
kullanilabilecegini, farkli ¢6zgenler ve farkli teknikler denenerek fonksiyonel 6zeliklerinin
arttirtlabilecegini ortaya koymustur. Dogal iiriin arayisina katki saglamistir ve bu alanda

yapilan ¢alismalarin 6niinli agmastir.
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