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Bu c¢aligmada, Canakkale yoresinden toplanan Euphorbia seguieriana
bitkisinden  ¢esitli ¢oziiciilerle hazirlanan oOziitlerin, bakteri hiicreleri {izerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Euphorbia seguieriana bitkisinin
metanol Oziitii ve dort fraksiyonunun, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa bakteri hiicreleri tizerindeki etkileri
Disk Diflizyon Testi ile incelendi ve MIC/MBC degerleri belirlendi. Ayrica metanol
Oziitli ve dort fraksiyonu i¢in nitel analiz islemleri de uygulanarak bitkideki molekiil
gruplar1 belirlendi.

Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol o6ziitiiniin ve metanol 6zitiiniin
diklormetan ve butanol fraksiyonlarinin, Staphylococcus aureus {izerinde antibakteriyel

etkisinin oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Euphorbia seguieriana, Euphorbiaceace, Disk Difiizyon
Testi, Antibakteriyel Etki, ingenol



ABSTRACT

In this study, Euphorbia seguieriana was collected from Canakkale.
Antibacterial activities of several axtracts have been studied. The effects of methanol
extract and four fractions of E. seguieriana have been examined against Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa by disc
diffusion assay. MIC/MBC values have been determined.

It has been determined that, the methanol extract, the buthanol and the

dichloromethane fractions of E. seguieriana have antibacterial effect on S. aureus.

Key Words: Euphorbia seguieriana, Euphorbiaceace, Disc Diffusion Assay,

Antibacterial effect, Ingenol
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GIRIS

Insanlardan  &nce hastalik etkenlerinin yeryiiziinde bulundugu ¢ok eski
devirlere ait kemikler, fosiller vb. kalintilardan anlasilmaktadir. Ilk insandan itibaren
hastaliklara karsi korunma careleri aranmaya baslanmistir. Bu koruma baslangicta
mutlaka onlarin i¢ giidiileri yardimi ile olmustur. Ancak aradan gecen uzun siire iginde
insanlar ¢evrelerinde bulunan ekolojik ve biotik faktdrleri (bitkiler, hayvanlar v.b) kendi
tedavilerinde kullanmaya baslamiglardir. Bu zamanla i¢ giidiisel bir yararlanma degil,
bilingli bir sekilde faydalanma durumuna doniismiistiir. Tibbi bitkiler hakkinda
zamanimiza kadar gelen hikayeler de baz1 ipuglar1 saglamaktadir (Ceylan, 1995).

Diinyada 250.000 ile 500.000 arasinda bitki tiirii oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlarin nispeten kiiciik bir yiizdesi (% 1 ile 10 ) insanlar ve hayvanlar tarafindan besin
olarak kullanilmaktadir. Daha fazlasinin ilag olarak kullanilmast  olasidir. Tiim
kitalardaki insanlar, tarih 6ncesi donemlere dayanan dogal bitkilerin binlercesi olmasa
da yiizlercesini, ¢ay olarak i¢cmis ve yara lapasit olarak uzun siire kullanmislardir
(Cowan, 1999).

Bitkiler hakkinda derlenen bilgilerin bir kismi tecriibeye dayali, bir kismi da
bitkilerin etkili maddeleri bulunup ayiklanarak yapilan klinik ¢caligmalara ait bilgilerdir.
Her seye ragmen tiim diinya iizerinde biiylik bir alana yayilmis olan bitkilerin tibbi
acidan arastirilmasi tamamlanamamistir (Asimgil, 1997).

Glinlimiizde, hala bir ¢ok gelismis iilkede temel insan sagligi icin terapatik
ilaglarda, bitki materyalleri biiyiik bir rol oynamaya devam etmektedir ve bitkiler, yeni
anti-mikrobiyal ajanlar i¢in potansiyel kaynaklar olarak gosterilmektedir (S6kmen ve
ark., 1999).

Bu ¢alismaya konu olan Euphorbia seguieriana bitkisi Kirklareli’nden
Agri’ya kadar genis bir yayilis gosterir. Canakkale ¢evresinde de sik sik rastlanan bir
bitkidir. Euphorbia tiirlerinin siitii tahris edici ve kuvvetli miishil etkiye sahiptir. Sigil
tedavisinde de kullanilir. Bu c¢alismada Euphorbia seguieriana bitkisi Canakkale

yoresinden toplanip 6ziitleri hazirlandiktan sonra antibakteriyel etkileri incelenecektir.



1. BITKIiLERDEN iZOLE EDILEN ETKEN MADDELER VE ETKIi
MEKANIiZMALARI

Bitkilerin  antimikrobiyal etkileri  icerdikleri  ¢esitli  bilesiklerden
kaynaklanabilir. Bu nedenle bazi yiiksek bitkilerin antimikrobiyal etkileri arastirma
konusu olmustur (Dortung, 1990).

Akin ve arkadaglarimin yaptig1 bir caligmada, 102 bitkinin, su ve etanollii
Oziitlerinin baz1 Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 etkileri incelenmis ve
etanol Oziitliniin daha etkili oldugu bulunmustur (Akin ve ark., 1986).

So6kmen ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢alismada, Tiirkiye florasindan
toplanan 35 bitki tiirlinden 76 6ziitlin bes patojenik bakteri ve bir mantara kars1 etkileri
arastirilmis ve sekiz bitki tiirlinden altmig 6ziitiin en az bir test mikroorganizmasina
kars1 etkili oldugu bulunmustur (S6kmen ve ark., 1999).

Bir diger calismada, Allium sativum’ un su, alkol ve eterdeki 1/10’luk
oOziitlerinin 5 bakteri ve C. albicans’a karsi antimikrobiyal etkileri incelenmis ve eter
Oziitliyle elde edilen ortalama inhibisyon zon ¢aplarmin su ve alkol 6ziitleri ile elde
edilenden daha biiyiik oldugu bulunmustur (Kocabeyoglu ve ark., 1992).

Ancak bu caligmalarda genellikle total bitki Ozitleri kullanilmis ve
antimikrobiyal etkinin bu bitkilerin i¢erdigi bilesiklerden hangilerinden kaynaklandigi
bildirilmemistir.

Yine bitki oOziitleri ve bitkilerden izole edilen maddeler ile yapilan
antimikrobiyal etkinin arastirildig1 baz1 ¢alismalarda ise bu etkinin hangi bilesiklerden
kaynaklandig1 saptanmistir (Dortung, 1990).

Helichrysum peduncalatum bitkisinin yapraklarinin diklormetan 06ziitiiniin
fraksiyonlanmasi sonucu izole edilen linoleik ve oleik asitin tiim Gram negatif test
bakterilerini etkisiz hale getirdigi goriilmiistiir. Staphylococcus aureus’a karsi bu yag

asitlerinin sinerjetik etkisinin bulundugu saptanmaistir.
1. 1. Bitkilerden izole Edilen Bilesiklerin Temel Gruplar
Bitkiler, cogunlugu fenoller ya da fenollerin oksijen siibstitiie tiirevleri olan

aromatik maddeleri sentezlemek i¢in sonsuz bir yetenege sahiptir. En az 12.000’1 izole

edilmis bu aromatik maddeler, ikincil metabolitlerdir. Bu  maddeler



mikroorganizmalarin, boceklerin ve otoburlarin saldirilarina karsi bitkilerin savunma
mekanizmalarin1 olusturur. Bazilar1 terpenoid gibi, bitkiye koku verir; digerleri
(kinonlar, tanenler) bitki pigmentlerinden sorumludur. Bilesiklerin bir kismi da bitkinin
aromasindan sorumludur.

Antimikrobiyal fitokimyasallar bir ¢ok kategoriye ayrilabilir. Bu siniflandirma

Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Cowan, 1999).
1. 1. 1. Fenolikler ve polifenolikler

Fenolik bilesikler, genellikle ikincil metabolitlerdir. Bu siniftaki molekiiller,
aromatik halka {izerinde hidroksil grubu tasiyan fenol yapilaridir. Bu yapilardan,
antosiyaninler, kumarinler, fenilpropamitler, flavonoidler, tanenler ve lignin gibi biiyilik
molekiiller olustururlar. Fenolik bilesiklerin olusmasi i¢in iki biosentetik yol vardir. Bu
iki yol sikimik asit ve malonik asit yoludur. Sikimik asit yolu yiiksek bitkilerde daha
onemlidir (Wildman, 2001).

1. 1. 1. 1. Basit fenoller ve fenolik asitler

En basit biyoaktif fitokimyasallar, tek siibstitiie fenolik halkalardan olusmustur.
Sinnamik ve kafeik asitler en yiiksek oksidasyon basamagindaki, fenilpropan-tiirevli
bilesiklerin genis bir grubunun en genel temsilcileridir.

Genelde tarhun ve kekik bitkileri, viriislere, bakterilere ve mantarlara karsi

etkili olan kafeik asit igerirler ( Sekil 1.1).
Cc=C

COOH

OH OH
Sekil 1. 1. Kafeik asit

Katesol ve piragallol’de hidroksillenmis fenollerdir ve mikroorganizmalara kars1
toksik olduklar1 belirlenmistir. Katesoliin iki —OH grubu, piragalloliin ti¢-OH grubu vardir
(Sekil 1. 2). Fenol gruplarina farkli konumlarda yeni hidroksil gruplarinin eklenmesiyle

2



Cizelge 1.1. Bitkilerden izole edilen etken maddeler ve etkileri

Suf Alt simif Ornek Etki Mekanizmasi
Fenolikler Basit fenoller Katesol Substrat yoksunlugu
Epikatesin Membran bozucu
Fenolik asit Sinnamik asit
Kinonlar Hiperisin Adhesinlere baglanma,

Hiicre duvariyla  kompleks

olusturma
Flavonoids Chrysin Adhesinlere baglanma
Flavonlar Hiicre duvartyla

kompleks olugturma

Abyssinone Enzim inaktivasyonu

Flavonoller Totarol HIV ters transkriptaz
inhibisyonu

Tanenler Ellagitanen Proteinlere baglanma

Enzim inhibisyonu
Subsrat yoksunlugu
Hiicre duvartyla
komplekslesme.
Membran bozulmasi

Metal-iyon komplekslesmesi

Kumarinler Warfarin Okaryatik DNA ile
etkilesim
Terpenoidler
Ugucu yaglar Capsaicin Membran bozulmasi
Alkaloidler Berberin
Piperin Hiicre duvari veya DNA’ya
eklenmek.
Lektin ve polipeptitler Monnoz-spesifik
agglutinin Viral fusyon yada
adsorpsiyonun bloke olmast
Fabatin Disiilfit kopriisii olusumu
Poliasetilenler 8S-Heptadeka-2(Z), 9(Z)-

Dien-4,6-diin-1,8-diol

artan hidroksilasyonun, mikroorganizmalara karst bu toksik etkiyi arttirdigi

diisiiniilmektedir (Cowan, 1999).



OH
HO OH

HO

(@) OH

Sekil 1. 2. (a) Katesol (b) Piragallol

(b)

1. 1. 1. 2. Kinonlar

Kinonlar, iki keton siibstitiisyonlu aromatik halkalardir (Sekil 1. 3). Dogada
yaygin olarak bulunurlar ve karakteristik olarak yiiksek reaktifliktedirler. Bu bilesikler,
materyale boyama 6zelligi kazandirir. Difenoller (ya da hidrokinonlar ) ile ketonlar (ya
da kinonlar) arasindaki degisiklik, ylikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari ile
kolayca gerceklesir. Belirli kinon-hidrokinon ¢iftlerinin ayr1 redoks potansiyeli, bir¢ok
biyolojik sistemde ¢ok onemlidir. Memelilerin elektron transfer sistemindeki koenzim
Q’nun rolii de bunu gosterir. K vitamini kompleks bir naftakinondur. Onun,
antihemorrojik (kanamay1 kesen) aktivitesi, viicut dokularinda kolay oksitlenebilmesiyle
ilgili olabilir. Hidroksillenmis aminoasitler, polifenoloksidaz gibi uygun enzimlerin

varhiginda, kinonlar haline getirilebilir.

é

Sekil 1. 3. Kinon 0o

Kararli serbest radikal kaynagi olmasina ek olarak, protein inaktivasyonuna da
neden olan kinonlar, proteinlerdeki niikleofilik aminoasitleri tersinmez olarak
komplekslestirmesi ile bilinir. Bu yiizden, kinonlarin antimikrobiyal etki
potansiyellerinin orani biiyiiktiir. Mikrobiyal hiicredeki olas1 hedefler, yiizey tutucu
adhesinler, hiicre duvar1 polipeptidleri ve membrana bagli enzimlerdir. Kinonlar, ayrica

mikroorganizmalara gereksiz substratlar1 da sunabilirler.



Sekil 1. 4. Hiperisin

Kazmi ve arkadaslar1 bir Pakistan agaci olan Cassia Italica’dan Bacillus
anthracis, Corynebacterium pseudodiphtericum ve Pseudomanas aeruginosa ig¢in
bakteriostatik, Pseudomanas pseudomalliae ig¢in bakterisidal etkili bir antrakinon
tamimlamustir. St. John’un hiperisin dedigi bu antrakinon (Hypericum perforatum)
sonralar1 antidepresant olarak popiilerlik kazanmasiyla daha ¢ok sayida antimikrobiyel

ozelligi oldugunu gostermistir (Cowan, 1999) (Sekil 1. 4).

1. 1. 1. 3. Flavonlar, Flavonoller, Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerdeki fenolik bilesiklerin en genis sinifidir. Flavonoidlerin
iskelet yapist 15 karbon igerir ve karbon-3 kopriisiiyle iki aromatik halka birbirine
baglanmistir. Aromatik halkalar A ve B olarak isimlendirilir (Wildman, 2001).
Flavonoidlerdeki OH veya OCHj siibstitiisyonlart A veya B halkasinda genellikle C-5,
C-7, C-3 ve C-4’de bulunur (Tanker ve Sakar, 1991). Flavonlar, kinonlarin iki karbonil
grubuna kars1 tek karbonil grubu igeren fenolik yapilardir ( Sekil 1. 5). 3-Hidroksil

grubunun eklenmesiyle flavonol olusur (Cowan, 1999).

Sekil 1. 5. Flavon



Flavonoidlerin bir ¢ok farmokolojik etkileri vardir. Antihemorrojik,
antisklerotik, antienflamatuar, o6dem bosaltici, pozitif inotrop, spazmolitik,
antihepatotoksik ve diiiretik etkiler saptanmistir (Tanker ve Sakar, 1991).

Flavanoidlerin mikroorganizmalara kars1 etkisi, kinonlarda anlatildig1 gibi,
bakteriyel hiicre duvar ile komplekslesmesinden kaynaklanir. Lipofilik flavonoidler,
mikroorganizmanin membranina da zarar verebilir. Flavonoid bilesikleri, ¢ok sayida
viriise karst inhibe edici Ozellik sergiler. Chrysinin, HIV’e kars1 etkili oldugunu
gosteren ¢ok sayida calisma olmasina karsin, viriisleri inhibe ettigini gosteren ¢alisma

sayist azdir (Cowan, 1999) (Sekil 1. 6).

Sekil 1. 6. Chrysin

Flavonoidlere bitkinin biitiin kisimlarinda rastlanmakla beraber, bu bilesikler,
daha ¢ok bitkinin toprak {istii kistmlarinda yer alir (Tanker ve Sakar, 1991).

Bir ¢ok fenolik bilesik, trans-sinnamik asitten olusur. Trans-sinnamik asitten
olusan fenolik bilesikler, benzoik asit tiirevi olan, vanilin ve salisilik asiti de igerir.
Trans-sinnamik asit, para-kumarik aside doniisiir. Para kumarik asitin basit fenolik
tiirevleri, kafeik asit ve ferulik asitidi de iceren CoA, para-kumaril CoA’y1 olusturmak
icin para-kumaril aside saldirir. Para-kumarik asit ve para-kumaril CoA, lignin
bloklarini, para-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkolii olusturmak i¢in kullanir.
Diger fenolik gruplar1 olusturmak i¢in para-kumaril CoA, (kalkon gibi) polifenolik
molekiilleri olusturmak i¢in {ic malonil CoA molekiiliinii kapsayan enzimatik
modifikasyonlara ugrar ve kalkondan sonra flavononlar olusur. Flavonon yapisi,
flavonlar, izoflavonlar, dihidroflavoneller yoluyla tanenler ve antosiyaninlerin

yapilanmasinda kullanilir (Wildman, 2001) (Sekil 1. 7).
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1. 1. 1. 4. Tanenler

Bitkilerde bulunan, azotsuz, polifenolik yapili, su, alkol, asetonda ¢6ziinen,
deriyi tabaklama yeteneginde olan bilesiklerdir.

Yapilart tam bilinmedigi icin mevcut siniflamalar yeterli degildir. Genellikle
iki biiyiik gruba ayrilirlar.

1-Hidroliz olabilen tanenler (Gallik tanenler): Asit fenoller ile sekerlerin
esterleridir. Asit fenol olarak, gallik asit digalik asit veya elajik asit; seker olarak da
genellikle glikoz bulunur.

2-Kondanse tanenler (katesik tanenler): Katesinin kondenzasyonu ile olusan bu

tanenler ne asitler, ne de fermentler ile hidroliz olmazlar (Cubukgu, 1992) (Sekil 1. 8).

Sekil 1. 8. Kondanse tanen

Droglarin kurutulmasi ve depolanmasi esnasinda tanenler, polimerleserek suda
coziinmeyen flobofen veya tanen kirmizisi denilen bilesiklere doniisiir (Tanker ve
Sakar, 1991).

Cok cesitli hastaliklar1 tedavi eden veya Onleyen tanenleri igeren ozellikle
kirmiz1 sarap ve yesil ¢cay gibi mesrubatlarin tiiketilmesi 6nerildiginden, son yillarda bu
bilesik gruplarina karsi ilgi 6nemli 6l¢iide artmastir.

Genis capta anti-infektif etkileri, ara-konak¢1 tiimor etkisi, fagosidik hiicrelerin
uyarilmasi gibi insan fizyolojik aktivitelerinin ¢ogu tanenlerle iliskilidir. Kovalent bag
ve hidrojen bag1 olusturarak, proteinler ile komplekslesebilirler. Bdylece kinonlar

boliimiinde anlatildig1 gibi, antimikrobiyal etkileri; mikrobiyal adhesinleri, enzimleri,



hiicre-zar transfer proteinlerini inaktivite etmeleri ile iliskilidir. Bitkilerdeki tanenler,
bocek gelisimini inhibe eder ve gevis getiren hayvanlarin sindirim olaylarin1 bozar.
Kondanse tanenlerin, ruminal bakterilerin hiicre duvarlarina baglanarak,

biiylimelerine ve proteaz etkisini 6nledigi de belirlenmistir (Cowan, 1999).

1. 1. 1. 5. Kumarinler

o-Hidroksi-cis-sinnamik asitin laktonudur (Sekil 1. 9). Kumarin canli bitkide
kokusuzdur ve o-hidroksi-trans veya cis-sinnamik asitin O-heteroziti halinde bulunur.
Bitki parcalandiginda veya kurutulmaya baslandiginda heterozid parcalanir ve serbest
kumarik asidin laktonu olusur. Bu sekildeki laktonlu kumarinler karakteristik

kokuludur.

HO 8 e} 0
7 2
6 '3
5 4

Sekil 1. 9. Kumarin

En basit kumarin genel olarak C-7’de bir OH grubu tasir, diger OH grubu
veya metoksil gruplart ¢ogunlukla C-6’da veya C-5, C-8, C-4’de bulunur. Kumarinler
genellikle mavi veya mavi-yesil floresans verir (Tanker ve Sakar, 1991).

1996°dan itibaren en az 1300 tane kumarin belirlenmistir. Unleri temel olarak
antitrombotik, anti-inflamatuar ve vasodilator (kan damarlarinin genisletilmesi)
aktivitesinden gelir. Biiylik dl¢lide rodentisit (kemirici hayvanlar iizerinde oldiiriicii
etkiye sahip ilag.) ve oral antikoagulant olarak kullanilan warfarin, ¢ok bilinen bir

kumarindir (Sekil 1. 10). Antiviral etkiye de sahiptir.
O

OH H CH3

' N
0\, ill
O
Sekil 1. 10. Warfarin



Grup olarak kumarinlerin, enfeksiyonlara dolayli olarak negatif etki yapan
makrofajlart uyardigr bulunmustur. Daha 06zel olarak insanlarda olusan uguklarin
yenilenmesini 6nlemek i¢in kullanilir. Ama ciizzama kars1 etkisiz oldugu bulunmustur.
Kumarinlerle iligkili hidroksisinnamik asidin Gram pozitif bakterileri inhibe edici
oldugu goriilmiistiir. Genel olarak kumarinlerin spesifik antibiyotik 6zellikleriyle ilgili
bilginin az olmasina ragmen bir ¢ok rapor, bu fitokimyasallarin yararli oldugunu ortaya

koymustur (Cowan, 1999).
1. 1. 2. Terpenoidler ve ucucu yaglar

Terpenler 5 karbonlu izopren molekiillerinden olusmustur. Izopren
molekiillerinin birbiriyle kafa ve kuyruk pozisyonundan baglanmasiyla mono, seski, di,
sester, tri, tetra ve politerpenler meydan gelir (Tanker ve Sakar, 1991). Bu yiizden
izoprenoidler ve terpenoidler, ayn1 molekiil sinifi i¢in kullanilan terimlerdir. Tokoferol,
tokotrienol, karetonoidler bu bitki sinifina dahil edilirler (Wildman, 2001). Terpenler
genelde oksijen gibi ek elementler icerdiginde terpenoidler olarak isimlendirilirler
(Cowan, 1999).

Monoterpenlere o6rnek olarak mirsen, limonen, mentol ve timol’d
seskiterpenlere 6rnek olarak farnesol, bisabolol ve kamazulen’i diterpenlere 6rnek fitol
ve abiatik asit’i, triterpenlere Ornek olarak skualeni, tetraterpenlere Ornek olarak

karotenoitleri gosterebiliriz ( Sekil 1. 11).

CH;

OH

H3C CHjy
Sekil 1. 11. Mentol

Mono ve seskiterpenler genellikle sividir ve ucugu yaglarin bilesimine girer

(Tanker ve Sakar, 1991). Ugucu yaglar bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan kokulu,
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ucucu ve su buhari ile stiriiklenen bilesiklerdir. Bitkilerde salgi sistemlerinde olusur ve
birikirler (Cubukcu, 1992). Ucucu yaglarin ¢cok karmasik bir kimyasal yapiya sahip
olduklar1 ve bilesimlerinde hidrokarbonlar, alkoller, asitler, esterler, aldehitler, ketonlar
ve fenoller gibi cesitli bilesikler bulundurduklar bilinmektedir (Dortung, 1990).

Terpen ya da terpenoidler bakteri, mantar, viriis ve protozoalara kars1 aktiftir.
1977°de, o tarihe kadar incelenen ugucu yag tiirlerinin % 30’u bakterileri inhibe
ederken, % 60’nin da mantarlar1 inhibe ettigi bildirilmistir. Terpenlerin etki
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamigtir ama lipofilik bilesikler ile membran
parcalanmasini igerdigi tahmin edilmektedir (Cowan, 1999).

Antimikrobiyal etki mekanizmasinin tam olarak aydinlatilamamasi ugucu
yaglarin ¢ok karmasik bir kimyasal yapiya sahip olmalart ile agiklanabilir (Dortung,
1990).

Karotenoidler, terpenoid simifinda, bitkilere renk verdigi bilinen, ismini
havugtan alan bilesiklerdir. Genellikle sar1, turuncu ve kirmizi renk verirler (Wildman,

2001).

1. 1. 3. Alkaloidler

Alkaloidler, insan ve hayvan organizmasinda, karakteristik fizyolojik etkilere
sahip ve genelde bitkilerde bulunan azot i¢eren kompleks yapida bazlardir.

Alkaloidlerin yapisindaki azot genellikle bir heterosiklik halkanin i¢indedir
(pirolidin, piperidin, tropan, indol, imidazol, purin vs. halkalarindaki gibi). Fakat azotu
halka disinda olan bazi alkaloidler de vardir ( Colhin, epherdinigalegin, mescalin vb.).
Alkaloidleri ve alkaloid tasiyan droglart siniflandirmada bu durum esas alinir (Cubukcu,
1992).

Alkaloidler bitkilerde organik asitlerle, suda ¢oziinebilen tuz seklinde bulunur.
Baz1 alkaloidler tanenlere baglidir. Alkaloidler genellikle renksiz, optikge aktif,
kristalize maddelerdir. Sadece koniin, nikotin, spartein gibi oksijensiz alkaloitler sividir
(Tanker ve Sakar, 1991).

Alkaloidlerin tibbi olarak kullanilmasmma ilk o6rnek 1805’te Papaver
somniferum’ dan (hashas) izole edilen morfindir. Morfin ismi riiyalar tanrisi
Morpheus’tan gelir. Kodein ve eroin, morfinin tiirevleridir. Diiglin ¢icegi familyasinin

bitkilerden izole edilen diterpenoid alkaloidlerinin genel olarak antimikrobiyal
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aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur. Solanum khasianun’un meyvelerinde bulunan
bir glikoalkaloid olan solamargine ve diger alkaloidler, AIDS’le ilgili enfeksiyonlara,
karsi etkili olabilir.

Berberin, alkaloid gruplarinin énemli bir temsilcisidir (Sekil 1. 12). Berberin
tripanazomlara ve plasmodialara karsi etlilidir. Berberin ve harman gibi yiiksek diizeyde
aromatik, diizlemsel ve kuaterner alkaloidlerin etki mekanizmasi, DNA ile

eklenebilmesidir.

Sekil 1. 12. Berberin

1. 1. 4. Polipeptidler

Mikroorganizmalar i¢in inhibitdr olan peptidler ilk defa 1942°de bulunmustur.
Genelde disiilfit baglar igerirler ve pozitif olarak yiiklenmislerdir. Etki mekanizmalari,
mikrobiyal membrandaki iyon kanallarinin olusumu ya da mikrobiyal proteinlerin,
polisakkarit reseptorleri topluluguna baglanmasinin yarigmali inhibisyonu olabilir.

Act kavundaki MAP 30, Gelonium Multiflorumdaki GAP 31 ve jacalin gibi bir
cok bitkide mannoz-spesifik lektinleri igeren, biiyiikce lektin molekiilleri, tehlikeli hiicre
bilesenleriyle viral etkilesimi inhibe etmesi yiiziinden, viral tremeyir (HIV,

sitomegaloviriis) inhibe ederler (Cowan, 1999).
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2. EUPHORBIA SEGUIERIANA BITKIiSi VE OZELLIKLERI

2. 1. Euphorbia Seguieriana Sistematigi

Bolim : Dicotiyledonea

Alt boliim  : Rosidae

Takim : Euphorbiales

Familya : Euphorbiace

Genus (Cins): Euphorbia

Tiir : Euphorbia sequierana (Zeybek ve Zeybek, 1994).

2. 2. Euphorbiaceae Familyas1

Euphorbiaceae familyasi bir ve ¢ok yillik otsu ve odunsu bitkiler olup, bir veya
iki evciklidirler. Kauguk ve boya maddesi elde edilen ve ila¢ sanayinde kullanilan
tiirleri vardir. Bazi tiirleri siis bitkisi olarak kullanilir (Engin, 1991).

Euphorbiaceae tiirlerine verilen genel Tiirk¢e ad siitlegendir. Siiddiiyen,
stitliivan, siildiigen, siitgen, siitlen, siitlengec, siitliicen (Kastomonu) siitliiyen, siitliigan,
stitliigen, siitlii ot, siitliivan, zerana (Artvin) diger es anlamli Tiirk¢e adlaridir

(Baytop, 1997).

2. 3. Euphorbia cinsi

Euphorbia cinsi, yaklasik 1100 tiirii ile, siitlegen familyasinin en genis
tiyesidir. Tiirlerin en belirleyici 6zelligi, cok tahrig edici siit bulundurmalaridir. Tahrig
edici ozellikleri, makrosiklik tipteki diterpenler nedeniyledir (Jeske ve ark., 1995).

Euphorbia tiirleriyle yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida makrosiklik diterpenler
saptanmustir. E. salicifolia bitkisinden euphosalicin ve trisiklik salicifolin; E. decipiens
bitkisinden de makrosiklik diterpenler ; Segeten A, E. paralias bitkisinden izole
edilmistir (Hanson, 2003).
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Sekil 2.1 : a) E. salicifolia, b) E. decipiens, ¢) E. paralias bitkilerinden izole edilen
makrosiklik diterpenler. (Ac: Asetil, Bz: Benzoil, Nic: Nikotil)

Euphorbia tiirlerinin bazilar1 dere ve gollerde baliklart zehirleyerek avlamada
kullanilmaktadir. Sudaki tiim canlilar1 6ldirdiigiinden yasaklanmis oldugu gibi, bu sekilde
avlanan baliklar insanlarda da zehirlenmelere yol actigindan tehlikelidir (Zeybek ve
Zeybek, 1994).

Sekil 2.2. Euphorbia seguieriana bitkisinin dogadaki goriiniimii
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2. 4. Euphorbia Seguieriana tiirii

Euphorbia seguieriana 60 cm’ye kadar boylu, birkag goévdeli ¢ok yillik bir
bitkidir (Sekil 2. 2). Govde yapraklar1 linear, obloag-linear, akut veya subakuttur.
Umbella tabani1 yapraklar linear-lanseolat veya ovat. Siatyum brakteleri ovat, ugta
subakut, mukronat, taban kuneat veya trunkat. Meyva 3 loplu, 3-3,5 mm capinda, tliysiiz
ve diizdiir. Tohumlar ovoid veya elips biciminde, 2 mm c¢apli, soluk gri, bazen
kahverengi ve beneklidir.

Orman, ¢alilik, step, kayalik yamaglar, dere kenarlar1 ve nadaslarda 10-1900 m
ylikseklikde yetisir. Mart-Ekimde ¢iceklenir.

Tiirkiye’de Kirklareli, Istanbul, Bolu, Ankara, Amasya, Samsun, Erzurum,
Eskisehir, Van, Agr1 ve Isparta’da yayilis gosterir. Canakkale’de ise Intepe, Eceabat,
Kilitbahir, Alcitepe, Gelibolu ve Yenice’de yayilis gosterir. Bitkinin tiimii boyarmadde
tasir. Mordanla sar1 boyar madde elde edilir (Uysal, 1991).

2. 5. Euphorbiaceae familyasinin farmakolojik etkileri ve kullanihslari

Euphorbiaceae familyasina ait bitkiler deri i¢in inflamatuar, kostik, tahris
edici lateks ve tohum yagi iiretirler. Bu etkinin temel nedeni, diterpen phorpol’un C-12
ve C-13 posizyonlar1 ve ingenol tlirevlerinin C-3 posizyonuna baglanmig, doymus yag
asitlerinin uzun zincirli esterlerinin var olmasidir. Bu diterpen esterlerinin, kuvvetli
tiimor Onleyici oldugu saptanmistir (Upadhyay, 1996).

Euphorbiaceae familyasinin 7 cinsine ait (Adenopeltis, Argythamnia,
Avellanita, Colliguaja, Croton, Dysopsis ve Euphorbia) 45 tiir {izerinde yapilan bir
calismada, Euphorbia cinsininen fazla bioaktif bilesige sahip oldugu bulunmustur
(Bittner ve ark., 2001). Euphorbia cinsiile yapilan son kimyasal ¢alismalarda, bu tiiriin,
terpenler (bazilar1 yeni yapilarla) ve flavanoidler igcerdigi bulunmustur. Diger cinslerin
daha 6nceden bilinen triterpenler ve flavonoidler tasidigi saptanmustir.

Yapilan ¢ok sayidaki fitokimyasal ve farmokolojik aragtirmalar géstermistir ki,
bu tiirde varolan bioaktif, antikanser aktiviteler kadar toksik, tahris edici, kokarsinojen
etkilerde sergileyen diterpenoidlerdir. Su ana kadar bu tiirden, iskelet yapis1 14 karbonlu

300°den fazla diterpenoid izole edilip, belirlenmistir. Shi ve Jia’nin yaptigi bir
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calismada, Cindeki Euphorbia tiirlerinin yeni diterpen esterleri ve bunlarin tahris edici,

antikanser ve bakterisid etkileri incelenmistir (Shi ve Jia, 1997).

2. 6. Euphorbia tiirlerinin farmakolojik etkileri ve kullanihislar:

Olduk¢a ¢ok sayida Euphorbia tiiriniin lateksi ok zechirinin katki maddesi
olarak kullanilir. Euphorbia lateksi, okun agtig1 yara tizerinde tahris edici etkiyi iki kat
artirir. Tanzanya’daki Euphorbia tiirleri balik zehiri olarak kullanilir.

Euphorbia tiirlerinin bilesenlerini belirleyebilmek i¢in ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Tim tiirlerin latekslerinde kristallenebilen euphorbon bulunmustur.
Marloth (1932) ‘a gore euphorbon tahris edici etkiye neden degildir (Watt ve
Brandwijk, 1962). Euphorbia tiirlerinin, toksik etkisinin, az miktardaki nitrik asit
tizerine derisik H,SO4 eklenmesiyle kirmizimsi-mor bir renk veren  resinden
kaynaklandig1 agiga ¢ikmustir.

1949°dan 1953’e kadar Euphorbia ingens, Euphorbia tirucalli ve Euphorbia
triangularis’in muhtemel kauguk kaynagi olmasiyla ilgili cok sayida ¢alisma yapilmistir
(Watt ve Brandwijk, 1962). Latekslerinde, %12,5 oraninda kauguk ve %50 oraninda
resin saptanmistir.

Giiney Rodos’ta Euphorbia abyssinica yara ve agrilara uygulanir. Bu bitkinin
zehirli oldugu sdylenir ama ne lateksi ne de su ekstresinin deneklere agiz yoluyla
verildiginde toksik olmadigi goriilmiistiir. Afrikada deri losyonlarinda kostik ve
temizleyici olarak kullanilir. % 16-76 oraninda kaucuk euphorboresin, euphorbon
(C14H240), ve % 2 oraninda yagimsi maddeler icerdigi bildirilmistir (Watt ve
Brandwijk, 1962).

Euphorbia candelabrum’un lateksi zehirli ok yapiminda kullanilir. Bu bitkinin
uyusturucu etkileri vardir. Dogu Afrikada, resin ve euphorbon igeren lateks, g6z
tiimdrlerine uygulanir.

Euphorbia clovariodies’in lateksi Afrikada, kanser agrilarina ve yaralara
uygulanir. Bu bitkiden, sisen ayaklar i¢in hazirlanan banyolara losyonlar hazirlanmistir.
Ayrica bu lateks yapistiric1 yapiminda da kullanilir.

Euphorbia heliscopia lateksinin yaralari iyilestirmede kullanildigi séylenir ve
bu etkinin tahris edici resin olan euphorbondan geldigine isaret edilir. Bu bitkinin toksik

kaynaginin euphorbindir. Fernandes (1947)’e gore, Ispanyada bitki gévdesinin % 0,295
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ve koklerin % 0,074 oraninda kauguk igerdigi bulunmustur. Bitki antibakteriyel testlere
kars1 negatif sonu¢ vermistir ve zehirsiz goriinmektedir (Watt ve Brandwijk, 1962).

Euphorbia hirta bitkisinden hazirlanan infuzyon Portekiz’de, Dogu Afrika’da
mide agrilar1 ve dizanteri i¢in kullanilirken, Hindistan’da kokleri yilan 1sirmalarina
kars1 kullanilir. Bushnell (1950) ‘e gére Hawaii’de bitki miishil, gargara ve yara lapasi
olarak kullanilir ama bakteriyel etki testlerine negatif sonu¢ vermistir. Bitki
hidrosiyanik asit tretir. Bitkinin lateksi euphorbon icerir. Kuru bitkide gallik asit,
fenolik bir bilesik olan C,3H;30;s ve bir alkol olan euphoster (C,sH3oOH) ve az
miktarda alkaloid bulunmustur (Watt ve Brandwijk, 1962). Bitki antibiyotik testlerine
negatif sonu¢ vermistir ama baska arastirmacilar 1:5’den 1:60’a seyreltilmis 6ziitlerde
biraz antibiyotik etki saptamistir.

Euphorbia hypericifolia, Anon (1939)’a goére Angola’da tibbi amagla
kullanilmaktadir. Dogu Afrika’da lateksi temizleyici ve deri lesyonlarinda kostik olarak
kullanilir. Lateksin resin ve euphorbon igerdigi diisiiniilmektedir. Bitki fenolik bir
madde, ucucu yag ve az miktarda alkoloid ve glukozid tasir (Watt ve Brandwijk, 1962).

Euphorbia neriifolia’da Angola’da medikal amagla kullanilmaktadir ama
ayrintilart bilinmemektedir. Bitki lateksi kulak agrilarini, ksiiriik ve astimi iyilestirmek
i¢in kullanilir.

Euphorbia pulcherrima, Giiney Afrika’nin tarim alanlarinda ekzotik olarak
yetistirilir. Lateksi ¢ok tahris edicidir. Kabuklari, dallar1 ve kokiiniin 6nemli derecede
toksiktir. Bitki antibakteriyel testlere olumsuz sonug¢ vermektedir. Bitkinin az miktarda
alkoloid igerdigi bulunmustur.

Euphorbia tirucalli, Rodos’un giineyinde en bilinen kauguk kaynagidir. Lateksi
deri i¢in oldukga tahris edicidir. Deri veya gz yuvarlagindaki bir kesige degerse ¢ok
yakar ve aci verir. Ancak goz yuvarlagi lizerinde deridekinden daha fazla tahris edicidir
ve gilinlerce siiren gegici korliige sebep olabilir. Ayrica, 0,4 mL lateksin %10’luk
cozeltisi, ag1z yoluyla farelere verildiginde deneklerin 6ldiigii gdzlenmistir. insanlarda
da bu etkinin aynis1 gozlenir. Sulu 6ziitlerin antibiyotik testleri S. aureus ile pozitif, E.
coli ile negatif sonug¢ vermistir. Bitkiden pentasiklik bir triterpenoid olan taraksasterol
1zole edilmigtir (Watt ve Brandwijk, 1962).

En yaygm tiir olan Euphorbia, ¢ok sayida bioaktif bilesiklerin kaynagidir.
Tiglian, ingenan ve dafnan diterpenlerinden dolay1 deriyi tahris eder ve tiimor

olusumunu 6nler. Kimyasal farklilig1 ve bioaktifligi sebebiyle makrosiklik diterpenlere
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¢ok 6nem verilmistir. Euphorbia tiirleriyle yapilan son c¢alismalarda, ¢ok sayida yeni
diterpen siniflar1 bulunmustur. Euphorbia tiirlerinin, tahris edici ve tiimor Onleyici
bilesikleri diterpen esterlerini, inceleyen ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Hofmann ve
ark., 1999).

Euphorbia tiirlerindeki tahris edici etkinin diterpen esterlerinin ingenan

iskeletinden kaynaklandigi gézlenmistir (Sekil 2. 3).

Sekil 2. 3. Ingenan diterpeninin iskelet yapisi ( Ingenol Rj=R,=R;= OH )

Iran Azerbeycan’inda Saidabad ¢evresinden toplanan E. seguieriana bitkisinin
balinda, diterpen ingenol’{in bir triacilati bulunmustur. Bu bitkinin tahris edici etkisinin
bu bilesikten kaynaklandig1 ve bu bilesigin bala nektardan bal arilari tarafindan tagindigi
bulunmustur. Ingenol agilatlar1 kanser dnleyicidir (Upadhyay ve ark., 1980).

Euphorbia peplus bitkisiyle yapilan ayirma ve preparatif iITK ¢alismasiyla, iki
inflamatuar etkiye sahip diterpen esteri bulmuslardir. Ilk bilesik 20-Deoxiingenol 3-O-
angelat, digeri ise ingenol 20- O- Oktanoat’tir (Rizk ve ark., 1985).

3. BITKi OZUTLERININ OLASI ANTIiBAKTERIYEL ETKILERININ
ARASTIRILMASINDA KULLANILAN BAKTERILER VE OZELLIKLERI]

3. 1. Escherichia coli

3. 1. 1. Genel Bilgiler

Escherichia cinsi i¢inde en 6nemli tiir Escherichia coli ’dir. E. coli basil

seklinde yani boyu eninden daha uzun 2-6 mm boy ve 1-1.5 mm ende diiz bakterilerdir.

18



Gram negatif, bazen hareketli, fakiiltatif anaerop, 1-2 mm ¢apinda S tipi koloniler yapan
bakterilerdir. Ozellikle 44°C' de iiremesi diger bakterilerden (Enterobacter ve Serratia)
ayrilmasini saglar.

Dezenfektanlara, baz1 boya (Malasit yesili, Fiiksin vb.) maddelerine, safra ve
safra tuzlarina ve %7 NaCl ’ e kars1 duyarli, fakat 1s1 ve soguga direnglidir.

E. coli diski i¢inde bulunan bir bakteridir. Diger bagirsak bakterileri gibi ¢esitli

antijenlere sahiptir.

3. 1. 2. Yaptig1 Hastahklar

Normal bagirsak bakterisi olarak memeliler ve kuslarda bulunur. Bagirsak
icinde kokusma, mayalagsma ve beslenme ile ilgili islemlerde yardimci bir bakteri ve
diger bagirsak bakterileri ile dengeli olarak bulunan flora bakterisidir. Fakat canlinin
savunma giicliniin azaldigr durumlarda doku ve kana yayilarak enfeksiyon etkeni
ozelligi tasir.

E. coli, bagirsak ve bagirsak dis1 hastaliklar seklinde hastalik yapar.

Bagirsak disi hastaliklar; E. coli, bagirsak disina ¢ikarak dokulara gecebildigi
zaman ¢esitli enfeksiyonlara neden olur. Bunlar; iiriner sistem, safra ve safra yollari
enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, hemolitik iiremik sendrom, trombotik

trombositopenik purpura, abse, siniizit, otit ve yara enfeksiyonlaridir (Unat, 1982).

3. 1. 3. Tedavi

E.coli olduk¢a direngli bir bakteridir. 60 °C sicaklikta 30 dakika, oda
sicakliginda uygun ortamda olmak kosulu ile uzun siire canli kalabilir. Soguga
direnglidir. Dezenfektanlara kars1 direngsizdir. Malasit yesili, Brillant yesili ve fuksin
gibi boyalar, safra, safra tuzlari, sodyum tetraiyonat, bizmut sitrat, sodyum siilfat,
sodyum dezoksikolat selenit tuzlarma karsi direngleri Salmonella ve Shigella gibi
bakterilere gore daha azdir. Bu maddeler belli konsantrasyonlarda besiyerlerine
konularak E. coli basillerinin inhibisyonu ile birlikte bulunduklar1 Salmonella ve

Shigella’lar i¢in ayirtedici ve ¢ogaltic 6zellikler kazandirirlar ( Beyhan, 1999 ).
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Tedavi antibiyotiklerle olur. Fakat direng ¢ok sik karsilagilan bir problem
oldugu icin antibiyogram testi yapildiktan sonra duyarl antibiyotikler secilerek tedavi

yapilmalidir.

3. 2. Pseudomonas aeruginosa

3. 2. 1. Genel Bilgiler

Pseudomonas aeruginosa, sporsuz, kapsiilsiiz ¢gomakgiklardir. Cogu kez bir
uclarinda bir veya nadiren iki veya ii¢ adet kirpigi vardir ve ¢ok hareketlidirler. Gram
negatif, 1.5 - 3 mm uzunlugunda ve 0.5 mm genisliginde, ciftli veya kisa zincirler
halinde goriilen bakterilerdir. Genellikle 30 — 37 °C' lerde iirer. 41 °C' de {iremesi P.
floresccens’den ayrilmasini saglar. Buyyonda yiizeyde zar yaparak yogun ve homojen
bir iireme gosterir ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti belirir. Eski kiiltiirleri
zamanla alkali oldugundan bakteriler eritici fermentlerin etkisiyle erirler ve buyyon
berrak hale doniisiir.

Pigmentleri oksijensiz ortamda goriilmez, oda 1sis1 ve etiivde daha iyi olusur.
Genelde pyocyanin ve pyoverdin veya fluorescein olmak iizere iki tip boya ozelligi
vardir. Pyocyanin; suda ve kloroformda erir, mavimsi renk olusturur ve P. aeruginosa
tirtine 0zgilldiir. Pyocyanin maddesinin antibiyotik 6zelligi bulunur. Bu nedenle
Brucella, Shigella, Bacillus anthracis, Bordetella, Vibrio gibi mikroorganizmalara
bakteriyostatik etki yapar.

Dogada yaygin olarak bulunabilen bir bakteri oldugu i¢in, organik maddeler
icinde, sularda uzun siire canli kalabilirler. Insan ve memeli hayvanlarin bagirsaginda
flora eleman1 olarak bulunur. Yiiksek 1s1 ve kuruluga direngsizdirler. Hastane ortamlari
organik madde (kan, irin, deri ddkiintiileri) yoniinden zengin oldugu i¢in ve direng
gosteren kokenlerin bu ortamlarda daha fazla olusmasi nedeniyle sik rastlanilan bir

patojen olarak goriiliir (Akman ve Giilmezoglu, 1976).

3. 2. 2. Yapt1g1 Hastaliklar

Pseudomonas aeruginosa tiiriiniin proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve

enterotoksin 6zellikli hiicre dis1 salgilarimin olmasi ve firsat¢1 patojen 6zelliginin
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bulunmasi ¢esitli hastaliklarin olusmasina neden olur. Pseudomonas tiirleri idrar yolu,
goz, dis kulak, orta kulak, yanik ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve
bronkopndémoni, septisemi, osteomiyelit, psddomembrandz kolit gibi hastaliklardan

izole edilebilirler.

3. 2. 3. Tedavi

Tedavi antibiyotikler ile yapilir. Pseudomonas tiirleri ¢abuk direngli duruma
gecebildikleri i¢in iretildigi kiiltiirlerden izole edildikten sonra antibiyogram testi
yapilarak kullanilacak antibiyotik karar1 verilmelidir. Genel olarak betalaktamlar,

aminoglikozidler, kinolonlar ve sefalosporinler etki edici antibiyotiklerdir (Beyhan,

1999 ).

3. 3. Staphylococcus aureus

3. 3. 1. Genel Bilgiler

Staphylococcus aureus pigmentli, fakiiltatif anaerop ¢ogunlukla aerop iireyen,
koagiilaz ve hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz’ dan asit yapabilen, %
10 NaCl’ de iireyebilen, alfa toksin yapan, Novobiocin’ e duyarli, sporsuz, hareketsiz ve
kapsiilsiizdiir. Lizozim etkisiyle erimez. Insan ve sicak kanli hayvanlarda gida
zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonlari yapabilen bir stafilokoktur. Dogada her yerde
yaygin olarak bulunur.

Stafilokok tiirleri basit besiyerlerinde iireseler de kanli besiyerinde daha iyi
cogalir ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana getirir. 37 °C de ve pH 7,4 de
1yi iirer. Jeloz besiyerinde iirer ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak ylizeyli, S
tipinde ve 1 - 2 mm ¢apinda koloniler yapar. Staphylococcus aureus altin sarisi renginde
pigment olusturur.

Istya ve kuruluga dayaniklhidir. Antibiyotik maddelere karsi diger bakterilere
gore daha dayanikli olduklar1 gibi Stafilokok tiirleri hizla kemoterapétiklere direng
kazanarak onlardan etkilenmeyen kokenler haline doniisiirler.

Stafilokok tiirleri; koagiilaz, deoksiribonukleaz, lipaz, hiyaliironidaz,

stafilokinaz, betalaktamaz ve antifagositik maddeler gibi enzim yapisinda maddeler
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salgilarlar. Toksinleri ve enzim yapisindaki maddelerin etkisiyle cesitli enfeksiyonlarin

olusmasina neden olurlar (Brooks ve ark., 1998).

3. 3. 2. Yaptig1 Hastahklar

Stafilokok enfeksiyonlari; deri ve mukoza da olusan enfeksiyonlardir ki bunlar;
abseler, fronkiil (sivilce), sikozis (sakal ve kil kokii iltihab1), kan ¢ibani (carboncule),
panaris (dolama), hidroadenit (ter bezi iltihab1), biefarit (goz kapag: iltihabi),
bademciklerin iltihaplanmasi, farenjitler, peritonsiller abse ve anjinler sayilabilir. Deri
dokiintiilii hastalik olarak toksik sok sendromu goriilebilir. Sepsis, endokardit, pndmoni,
gida zehirlenmesi ve enteritler yaptiklari diger hastaliklardir.  Stafilokok

enfeksiyonlarindan sonra bagisiklik meydana gelmez.

3. 3. 3. Tedavi

Stafilokok tiirleri oldukg¢a dayanikli bakterilerdir. Diger bakterilerin ¢ogu 60 °
C’da 30 dakika bekletilmekle oldiikleri halde stafilokoklar bir saat sonra bile
canliliklarin1 muhafaza edebilirler. Ayni1 sekilde sporsuz olmalarina ragmen kuruluga
kars1 dayanikliklar1 da fazladir. Baz1 dezenfektanlarin alisilagelmis konsantrasyonlarina
dayanabilirlerse de kristal viyole ve malagit yesili gibi boyalar, diisik
konsantrasyonlar1 dahi onlar1 6ldiirebilmektir. Genel olarak sofonamid ve antibiyotik
maddelere kars1 diger bakterilere gore dayanikli olduklar1 gibi, stafikoklar
kemoterapotiklere direng kazanarak onlardan etkilenmeyen suslar haline doniistirler
( Bilgehan, 1995).

Stafilokok enfeksiyonlarinda tedavi antibiyotikler kullanilarak yapulir.
Antibiyogram testi yapilarak uygun antibiyotik secilir. Metisiline direngli stafilokok
enfeksiyonlar1 ¢oklu diren¢ goOstermeleri ve hastane kaynakli olmalar1 nedeniyle
onemlidir. Metisiline direncli olan stafilokoklar; Nafcillin, Oksacillin ve Sefalosporinler
dahil tim betalaktam antibiyotiklere ve ayrica Gentamycin, Tobramycin gibi
aminoglikozidlere, Tetrasiklin, Sulfamethoprim, Ciprofloxacin ve Clindamycin'e de
direngli olabilecekleri i¢in tedavide Vancomycin veya onunla birlikte Rifampin

kullanilabilir (Beyhan, 1999; www.mikrobiyoloji.org)
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3. 4. Enterococcus faecalis

3. 4. 1. Genel Bilgiler

Gram (+) koklar icinde katalaz olumsuz olanlar arsinda en genis grubu
Streptokoklar olusturur. Bugiine kadar Sterptokok tiirlerinin siniflandirilmasinda gesitli
yontemler uygulanmistir (Senel, 1999)

Lancefield smiflandirmasinda Streptokok tiirleri igerdikleri polisakkarit
yapisindaki C antijenik maddesine gore A, B, C, D, ....,S diye serolojik gruplara ayrilir.
Shermen siniflandirmasinda ise hemoliz yapip yapmamalarina, tireyebildikleri sicaklik

derecelerine, bazi biyokimyasal 6zelliklerine gore 4 gruba ayrilirlar.

1- Piyojenik streptokok
2- Viridans streptokok
3- Laktik streptokok

4- Enterokok (Serter ve Bilgehan, 1968).

E. faecalis, Lancefield’in D grubundadir ve Sheman’in dordiincii grubunun
tiyesidir. E. faecalis pnomokok tiirlerine benzeyebilir, diplokok ve kisa zincirler yapar.
Bu bakteri adi besiyerinde, ayrica 10-45° C’da, % 6,5 NaCl’li buyyonda, pH 9, 6’da
tirer ve % 0,1 metilen mavili siitii indirger. Karbonatli tamponlu ortamda pH 10-10,5’
de bile ¢ogalir. Bu bakteriler % 0,4 telliiritli ortamda iirer ve telliirii agiga ¢ikarirlar.
Safra-eskiilin reaksiyonu pozitiftir.

E. faecalis direncli bir bakteridir. 60° C’da 30 dakika 1sitilmaya dayaniklidir.
Soguk ve nemli toprakta 12 hafta canl kalir; fakat donma ve sonra yeniden erime

durumlar1 6mriinii azaltir (Unat, 1982).

3. 4. 2. Yapt1ig1 Hastaliklar

Enterokok tiirlerinin 12 tiiriinden en sik enfeksiyonlara neden olani E. faecalis’
tir. Enterokok enfeksiyonlarmin % 85-90’1 E. faecalis’ ten kaynaklanir. Bu bakteri

genelde hastanelerde bir hastadan digerine medikal araglarla bulasir ve gastrointestinal

bolgede tasinir.
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E. faecalis yetiskinlerde endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari, kolesistid,
nadiren menenjit, septisemi gibi enfeksiyonlar yapabilir. Safra yolu enfeksiyonlarinda

E. coli tiirtinden sonra gelir (Brooks ve ark., 1998).

3. 4. 3. Tedavi

Enterokok tiirleri, antibiyotiklerin ve kimyasal tedavi etkenlerinin ¢oguna
direnglidir. Penisilin bunlarin tiremesini ¢ogu kez onleyebilirse de, aminoglikozitlerle

birlikte olmadik¢a oldiiremezler (Akman ve Gililmezoglu, 1976).

4. DENEYSEL BOLUM

4. 1. Materyal

4. 1. 1. Bitkisel Materyal

Euphorbia sequieriana bitkisi Nisan 2001°de Canakkale, Intepe yerlesim
bolgesine yaklasik 1 km uzakliktaki kayalik yamacglardan toplandi. Gélgede kurutuldu.
Thomas Willey 4 markali degirmende 6giitiild{i ( Tarim il Miidiirliigii Laboratuvari).

4. 1. 2. Kimyasal Materyal

Oziitleme islemleri igin n-hekzan, petrol eteri, metanol (Merck) ve saf su
kullanildi. iITK igin slikajel kapli Aluminyum plaklar (DC alufolin Kieselgel 60 F)sq,
Merck) kullanildi.

Ayirma islemlerinde, hekzan, diklormetan, etilasetat ve butanol kullanildi.
Merck firmasindan temin edildi.

Nitel analiz iglemleri i¢in Riedel-de Haen firmasindan alinan dietileter, etanol,
aseton ve Merck firmasindan alinan metanol, asetik anhidrit, kloroform, stlfiiriik asit,
antimontrikloriir, hidroklorik asit, metalik magnezyum, amonyak, sodyum hidroksit,

demir (III) klortir kullanildi.
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4. 1. 3. Mikroorganizmalar

Bakteri suslar1 istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesinden tiipler icerisinde

besiyerlerine pasajlanmis olarak temin edildi.

1. Staphylococcus aureus ATCC 25923
2. Escherichia coli ATCC 25922
3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
4. Enterococcus faecalis ATCC 29212

4. 1. 4. Besiyerleri

Kat1 besiyerlerinin hazirlanmasinda Mueller Hinton Agar (Merck), sivi

besiyerlerinin hazirlanmasinda Mueller Hinton Broth (Merck) kullanildi.

4. 1. 5. Antibiyotikler

Gentamisin antibiyotik diski ( 10 pg /disk) (Oxoid) pozitif kontrol olarak
kullanildi.

4. 1. 6. Diskler

Disk Difiizyon Testinde 6 mm ¢apli diskler kullanildi ( Oxoid).

4.1.7. Geregler

Sterilizasyon iglemleri i¢in Niive OT-O12 markali otoklav kullanildi.
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuari.

Inkiibasyon islemleri icin Niive EN 400 markali etiiv kullanildi. Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii.

Tartimlar i¢inSartorius GP 603S markali elektronik terazi kullanildi. Canakkale

Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii.
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Isitma islemleri i¢in Electrothermal EM0100 markali mantolu 1sitic1 kullanildi.
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii.
Deney diizenekleri ve cam malzemeler, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,

Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii’nden temin edildi.

4. 2. Yontem

4. 2. 1. Oziit Elde Edilmesi

Canakkkale, Intepe ydresinden toplanan Euphorbia sequieriana bitkisinin
toprak Ustli kisimlari, golgede kurutulduktan sonra toz haline getirildi. Soxhlet aparati

ile farkl ¢oziiciiler kullanilarak tiiketildi.

4. 2. 2. Metanol oziitiiniin elde edilmesi ve fraksiyonlanmasi

50 g Euphorbia sequieriana bitkisi Soxhlet diizeneginin ekstraktér kismina
yerlestirildi. Balon yarisina kadar metanol ile doldurulduktan sonra tiikketmeye baslandi.
Coziicti 1s1tict ile muntazam kaynatildi. Sifondan akan sivinin rengi tamamen agilincaya
kadar tiiketmeye devam edildi. Islem tamamlaninca, ¢oziicii indirgenmis basincta
tamamen uzaklastirildi.

Bu islemler sonunda 8,3 g oziit elde edildi. Total metanol Oziitiiniin
antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi icin 0,5 g 6ziit bir flakona alind1. Oziitiin kalan1
40 mL saf su ile ¢oziilerek, bir ayirma hunisine alindi. Polarliklarina goére, n-hekzan
diklormetan, etilasetat, n-butanol ile 6ziitleme yapildi. Her ¢oziicii ile 3 kez ayn1 islem
tekrarlandi. Bir araya toplanan ziitlerin ¢6ziiciileri indirgenmis basingta uzaklastirilarak

tamamen kurumasi saglandi. Elde edilen 4 fraksiyonlarin miktarlar1 hesaplandi.

4. 2. 3. Besiyeri ve Bakterilerin Hazirlanmasi

4. 2. 3. 1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Bu g¢alismada bakterilerin gelisimi i¢in genel amagli bir besiyeri olan Muller

Hinton Agar ve Muller Hinton Broth kullanildi. Mueller Hinton Agar 17 g tartilarak
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500 mL destile suda, Muller Hinton Broth 15 g tartilarak 500 mL destile suda ¢oziildi.
Hazirlanan berrak karisimlar otoklavda steril edildi. Mueller Hinton Agar petri

kaplarina her biri 25 mL olacak sekilde dokiildii, oda sicakliginda katilastirildi.

4. 2. 3. 2. Bakterilerin hazirlanmasi

Bu calismada, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis bakterileri
kullanildi. Calisma sirasinda oda sicaklifina getirilmis bakteri kiiltiirlerinden Mueller
Hinton Agarli petrilere pasaj alinip 37° C’da bir gece inkiibe edildi. Boylece taze

bakteri kiiltiirli kullanilmis ve bakterilerin safliklar1 kontrol edilmis oldu.

4. 2. 4. Disk Difiizyon Yontemi

Taze bakteri kiiltiirlerinden, uygun 4-5 koloni secilip, i¢ginde Muller Hinton
Broth besiyeri bulunan tiiplere birakildi. 3-4 Saat inkiibe edildi. Olusan besiyerinin
bulanikligi 0,5 Mc Farland bulaniklik standardina (1x10® CFU/mL) ayarlandi. Mc
Farland standart tiipii siilfiirik asidin 99 mL’sine 0,5 mL baryum siilfat katilarak
hazirlandi. Metanol 6ziitiiniin dort fraksiyonundan {igiiniin Smg/25uL ve Img/ 25uLl’ lik
konsantrasyonlari hazirlandi. n-Hekzan fraksiyonu c¢oziillemedigi icin istenilen
konsantrasyonlar hazirlanamadi.

---Konsantrasyonlarin hazirlanmasi :

Fraksiyonlarin miktart; diklormetan: 0.220 g; etilasetat: 0.590 g; butanol: 0.910
g olarak 0l¢iildii. Metanol dziitiinden 0.50 g alind.

220 mg diklormetan fraksiyonu 1100 pL metanolde ¢oziilerek
Smg/25ul’lik konsantrasyon hazirlanmis oldu. Ayni yontemle etilasetat fraksiyonu
2950 ; Butanol fraksiyonu 4450 ; Metanol ekstrakti 2500 pL. metanol ile ¢oziilerek
Smg/25uL’1ik konsantrasyonlar hazirlandi.

Img/ 25 pL’lik konsantrasyonlar ise S5Smg/ 25 pL’lik numunelerden
seyreltmeler yapilarak hazirlandi.

8 tane petri kapt hazirlandi. Kagit diskler iizerine fraksiyonlarin istenilen

konsantrasyonlarindan 25 plL  emdirildi, kuruyana kadar beklendi. Gentamisin
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antibiyotigi emdirilmis disk pozitif, 25 pl. metanol 06ziitii emdirilmis disk negatif
kontrol olarak kullanildu.

S1v1 besiyerinde tretilen ve bulanikligr 0,5 Mc Farlanda ayarlanan bakteriler
pamuklu silgi¢ yardimiyla petri kaplarinin {izerine iyice yayildi. Yaydirma isleminden
sonra bir slire kurumaya birakildi. Sonra agar yilizeyine 06ziit emdirilmis diskler
planlandig1 gibi dis ¢eperden en az 14 mm, birbirlerinden en az 25 mm ayr olacak
bicimde steril pensin ucuyla iyice bastirilarak yerlestirildi.

Bir siire oda sicakliginda bekletildikten sonra 37°C ‘de inkiibatore ters sekilde

konuldu. Bir gece boyunca inkiibe edildi.
4. 2. 5. Zon cap1 ol¢iimii

Bir gecelik inkiibasyon siiresinden sonra disk c¢evresinde olusan zonlarin

caplart Odlgiilerek tabloya kaydedildi.

4. 2. 6. Minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) ve minimum

bakterisidal konsantrasyon (MBC) degerlerinin saptanmasi

Bu islemler, disk difiizyon testine gore; etkin oldugu gozlenen fraksiyonlar i¢in
uyguland:. Eldeki 6ziitiin antibakteriyel etkinliginin arastirilmasi igin 1x10° CFU/mL’ye
ayarlanmig bakteri suspansiyonu kullanildi. Yaklasik olarak 10 x10 mm boyutlu steril
tiiplerden 3 dizi olusturuldu.

Dizide, ilk tiip disindaki tiiplere 0.5 mL besiyeri konuldu. ilk tiipe 900 pL
besiyeri ve tizerine 100 pL 6ziit eklendi. Tiipten tiipe 500 pL’lik aktarmalar yapilarak
cift kat seyreltmeler yapildi. Son tiipten bir dnceki tiipte seyreltme islemi yapilmadan
alman numune disar1 atildi. Tiiplerden birine negatif kontrol olmast i¢in 1000 pL
besiyeri birakildi.

Son olarakta, hazirlanan bakteri siispansiyonundan birinci tiipten son tiipe
kadar 500 uL eklendi ve 37° C’ de bir gece inkiibe edildi. Son tiip (500 uL besiyeri ve
500 uL bakteri) pozitif kontrol olarak kullanildi. Bu islemler metanol , diklormetan ve

butanol i¢in uygulandi.
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Uremenin olup olmadig: tiipler belirlendi. Uremenin gériilmedigi en diisiik
oziit konsantrasyonu MIC olarak alindi Ureme gdstermeyen tiiplerden ayri ayr1 10 pL
alinip agarh petri kaplarina yayildi. 37° C’da bir gece inkiibasyona birakildi, {ireme

goriilmeyen en diislik 6ziit konsantrasyonu MBC olarak alindi.

4. 2. 7. Nitel Analiz (Civlei, 1982)

50 g toz halindeki bitki numunesi sirastyla dietil eter, metanol ve saf su ile
Soxhlet cihazinda oOziitleme islemine tabi tutuldu. Tim o6ziitler 50 mL’ye kadar
deristirildi. Her bir 0ziit igerdigi bilesik siniflarinin tespiti ig¢in ayri ayri incelendi.
Asagida her bir 6ziit i¢in yapilacak islemler ayrintilari ile anlatilmistir (Sekil 4. 1).

Eter oziitiinden alinan 10 mL’lik bir numune kuruluga kadar buharlastirildi.
Eger kalan hos kokulu ve yagimsi bir goriinlise sahipse tekrardan az bir miktar etil
alkolde ¢ozilindii. Alkol tekrar ugurularak, numune kurutuldu. Bitkimizde ugucu yaglarin
varhi@inm tespit etmek ic¢in, kalan kismin karakteristik bir hos kokuya sahip olup
olmadig1 incelendi.

Eter oziitlinden alman 10 mL’lik bir numune kuruluga kadar buharlastirildi.
Uzerine 1 mL asetikanhidrit katilarak ¢oziiliip ve 1-2 mL kloroform ilavesiyle ¢ozelti
seyreltildi. Cozelti bir deney tiipline aktarilip ve pipet yardimiyla tiiplin dibine
kons.siilfiirtik asit eklendi. Numune c¢ozeltisiyle siilfiiriik asit cozeltisinin temas
ylizeyindeki kahverengi-kirmizi veya mor renkli bir halka olusup olusmadigi
gozlenerek, sterol veya terpen varligi arastirildi.

Eter oziitinden alman 10 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirild.
Uzerine antimontrikloriiriin doygun ¢dzeltisi eklendi. Once mavi sonra kirmizi renk
gbzlenmesi, kons.siilfiirlik asit ilavesiyle siyahimsi-yesil bir rengin olugmas1 gozlenerek
karotenlerin varligini arastirildi.

Eter oziitinden alman 10 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirild.
Uzerine potasyum hidroksitin etil alkoldeki (10 mL 0,5 N) ¢dzeltisi ilave edildi. Sivi
yiizeyindeki yag damlaciklar1 kaybolana kadar su banyosunda reflux edildi. Sonra bir
evaporatorde kuruluga kadar buharlastirilip ve sicak destile suda (15-20 mL) ¢oziilerek
bir ayirma hunisine aktarildi. 10 mL’lik eter ilavesi ile 4 kez oziitlendi. Sulu ¢ozelti
ayrilip ve kons. hidroklorik asit ile pH = 3-4 olana kadar asitlendirildi. Boylece yag

asitlerinin alkali tuzlar1 olusturuldu. Asidik sulu ¢ozelti tekrar bir ayirma hunisine

29



aktarilip eter ile (8-10 mL) 3 kez 6ziitlendi. Boylece yag asitlerinin alkali tuzlar1 eter
fazina gegcti. Eter Oziitii kuruluga kadar buharlastirildi. Geriye yagimsi bir maddenin
kalip kalmadig1 gozlenerek, yag asitlerinin varlig1 arastirildi.

Eter oziitlinden alinan 10 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirildi. Kalan
1,5 mL % 2’lik hidroklorik asit ile ¢oziildii. Elde edilen ¢dzelti ii¢ tlipe, esit hacimde
boliindi. Birinci tiipte 0,5 mL asidik ¢ozelti bulunurken, diger tiiplerden birine 2-3
damla Bertrand reaktifi, digerine 2-3 damla Mayer (1,35 g civa II kloriir 50 mL su ile
coziliir sonra ¢ozeltiye 5 g KI ilave edilip su ile 100 mL’ye seyreltilir) reaktifi
damlatildi. Matlasma ve beyazimsi-sar1 ¢okelek olusup olusmadigi gozlenerek,
alkoloidlerin varligini arastirildi.

Eter Oziitiinden aliman 5 mL’lik numune iizerine 1 mL % 25’lik amonyak
eklendi. Kirmiz1 renk olusup olusmadigi izlenerek, emodollerin varligi arastirildi.

Eter §ziitlinden alinan 5 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirildi. Sicak
suda ¢oziiliip sogutuldu. Ikiye ayrilarak bir tanesi referans olarak saklandi. Digerinin
iizerine 1 mL %10’luk amonyak ¢ozeltisi eklendi. UV 15181 altinda yesil-mavi renkte bir
floresans verip vermedigi gozlenerek, kumarin varlig1 arastirildi.

Alkol oziitiinden alinan 1 mL’lik numune 2 mL su ile seyreltildi. Cozelti
tizerine sey. demir (III) kloriir ¢ozeltisi ilavesi ile siyahimsi mavi veya siyahims1 yesil
renk olusumu gozlenerek, tanenlerin varligi arastirildi (Siyahimsi mavi-renk gallik
tanenlerin, siyahimsi-yesil renk katesol tanenlerin varligina isaret eder).

Alkol éziitiinden alman 1 mL numune 1-2 mL su ile seyreltildi. Uzerine 1 mL
Fehling (I+II) ¢ozeltisi eklenip 1sitildi. Kiremit kirmizi renkli bir ¢okelti olugsmasi
izlenerek indirgeyici bilesiklerin varligini arastirildi.

Alkol oziitiinden 20 mL’lik numune bir kapsiile alinip, sicak-su banyosunda
buharlagtirildi. 5-10 mL, % 10’ luk hidroklorik asit kalint1 {izerine eklendi. Amonyak
cozeltisi ile ( % 10° luk, pH = 8 -9 ) sulu ¢ozeltideki alkoloidler, ¢oktiiriiliip eter ile
oziitlendi. Eter ¢ozeltisi kapsiilde kuruluga kadar buharlastirildi. Kalint1 1,5 mL, % 2’lik
hidroklorik asit ile ¢oziildii. Ug tiipe esit, hacimde aktarildi. Bir tiip referans olarak
birakildi. Digerine Mayer, {i¢iincii tiipe de Bertrand reaktifi eklendi. Matlagsma veya
sarimsi-beyaz ¢okelek olusup olugsmadigi gozlenerek alkoloidlerin varligr arastirildi.

25 mL alkol 6ziitii hidroliz edildi. Hidrolizden sonra, ayirma hunisinde etil eter

ile 3 kez oziitleme yapildi. Oziitler toplandi.
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Eter oziitlinden aliman 4 mL’lik numune iizerine % 25’ lik 2 mL amonyak
cozeltisi eklendi. Koyu kirmizi renk olusup olusmadigi gozlenerek emodol varlig
arastirildi.

Eter 6ziitlinden alman 5 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirildi ve 2-3
mL suda ¢oziilerek iki tiipe aktarildi. Tiiplerden birisine 0,5 mL % 10’luk amonyak
cozeltisi eklendi ve UV 15181 altinda diger tiiple birlikte kontrol edildi. Mavi veya yesil
bir floresans gostermesi izlenerek, kumarin sinifi bilesiklerin varlig: arastirildi.

Eter oziitinden alman 10 mL’lik numune kuruluga kadar buharlastirildi.
Kalint1 izerine 0,5 mL asetik anhidrit ve 0,5 mL kloroform eklendi. Cozelti iki ayr1 tiipe
aktarildi ve kons. stilfiirtik asit pipetle tiipiin dibine aktarildi. Temas yiizeyinde kirmizi-
kahverengi ve morumsu-kahverengi halka olusup olusmadigi gozlenerek steroid yada
triterpenlerin varligini arastirildi.

Eter 6ziitiinden alinan 5 mL’ lik numune kuruluga kadar buharlastirildi ve metil
alkolde ¢o6ziildii. Kiiclik bir parga metalik magnezyum ve 5-6 damla kons. hidroklorik
asit ilave ile kirmiz1 veya turuncu renk olusup olusmadigi gozlenerek flavonoid varligi
arastirildi. Asidik ¢ozeltinin rengi eger kirmizi ise ve ortama der. sodyum hidroksit
cozeltisi ilavesi ile Once viyole sonra yesil veya maviye doniislip doniismedigi
gozlenerek antosiyan varlig1 arastirildi.

Sulu ¢ozeltinin 2 mL ’si i¢inde 10 mL alkol yada aseton bulunan test tiipline
aktarildi. Kalin bir ¢okelti olusup olusmadigi izlenerek poliiironidlerin ( pektin, miisilaj,
sakiz ) bulunusu arastirildi.

Sulu ¢ozeltinin 1 mL’ si 1 mL su ile seyreltilip ve bir tiip i¢cinde 15 dakika
calkalandi. En az 1 cm yliksekliginde ve en az 15 dakika i¢inde yok olmayan kopiik

olusumu goézlenerek saponinlerin varligi arastirild.

4. 2. 8. Fraksiyonlarin renk reaksiyonlari

Fraksiyonlarin igerikleri, ITK ve spesifik belirtecler kullanilarak belirlenmeye
calisildi. Coziicii sistemi olarak CHCls: EtOAc ve EtOAc: n-BuOH kullanildi. ITK
plaklarina n-BuOH, CH,Cl,, EtOAc fraksiyonlar1 ve MeOH 6ziitii uyguland:1 (Sekil 4.
2).

UV lambasi altinda 254 nm ve 356 nm’de floresans veren lekeler isaretlendi.

Plakaya Dragendorff reaktifi (1,7 g bazik bizmut nitrat ve 20 g tartarik asit 40 mL saf su
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ile ¢oziiltir. Bu ¢ozelti 16 g KI ve 40 mL su ile 1 saat karistirilarak hazirlanan ¢ozelti ile
kanistirilir.) piiskiirtiiliip daha sonra plak kurutulup ve 15 dakika sonra olusan renkler
kaydedildi. Kirmizi-turuncu lekeler alkaloid varligini gosterir.

Fraksiyonlarin ITK> s1  yapildi. Plaka havada kurutulduktan sonra,
kromotograma % 5°lik sulu bakirsiilfat ¢ozeltisi piiskiirtiildii, 105° C” de kurutuldu ve
giin 15181inda bakildi. Sar1 renk flavon, kahverengi flavonol, kirmizi renk ise antosiyan
pigmentinin varhigini gosterir.

Ince tabaka kromatogramma 5 mL siilfonik asit, 10 mL konsantre asetik asit ile
karistirilip puskiirtiildiikten sonra 5-10 dakika 130° C’da sitildi. Ardindan UV3¢s nm’de
kontrol edildi. Kromatogramda kirmizi-kahverengi, mavi-mor renkli floresans veren
lekeler saponinlerin varligini gosterir.

Vanilin’in metanoldeki % 1’ lik ¢ozeltisi, kromatograma piiskiirtiildiikten sonra
% 37°lik konsantre HCI piiskiirtiildii. Ardindan plak etiivde 105-110° C’da 5-10 dakika
1s1tildi. Vanilin-HCI reaktifi ile kondanse tanenler turuncu-kirmizi renk alir.

Kurutulmus kromatogram iizerine, 1g vanilin + 100 mL kons H,SOj ile
hazirlanmis vanilin-siilfiirik asit reaktifi piskiirtiildii. Sonra etiivde 10 dakika 105-110°
C’da 1sitildi. Kromatogram tizerinde olusan kirmizi kahverengi lekeler ugucu yag ve

terpenleri, mor-menekse renkli lekeler iridoitlerin varligini gosterir.
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50 g bitki materyali eter ile tiiketildi

v v
Eter 6ziitii (50 mL) Bitkinin kalani
* l l |
20mL’si kurutulur 10 mL’si 3 mL’si 3 mL’si
kurutulur kurutulur kurutulur
Kalint1 +alkol
¢ Kalint1 + Kalint1 Kalint1 +
¢ ¢ 1,5 mL + 1 mL 2 mL su
Alkol oziitii 10 mL’si+ su+ eter % 2 HCI %25
kurutulur(10 mL) v v amonyak ¢0z.
Eter oziitii Sulu ¢ozelti Asidik sulu
Hos kokulu 10 mL 0,5 N KOH ozelti Kirmizi renkli ImL 1mL
yagimsi kalinti l l i cozelti v amonyak
¢ Kalint1 2-3 damla floresans 0z
10 mL’s1 10 mL’s1 Mayer EMODOL i
UCUCU YAG kurutulur kurutulur 10 mL eter x 4 Reaktifi siddetli
1 mL asetanhidrit + | SbCls+ ¢ floresans
1-2 mL CHCl3 CHCI3  Eger kalan yagliysa
¢ Beyazimsi sar1
STEROLLER KAROTENOID YAG ASITLERI cokelek
ya da KUMARIN
TRITERPENLER ALKALOID

Sekil 4. 1. E.seguieriana bitkisine uygulanan nitel analiz islemi



Eter oziitiinden kalan bitki + metanol ile reflux edilir (40 dak)

v
Alkol 6ziitii (50 mL)
25 m¥. Oziit
v
v v v

0,5-1 mL 1 mL oziit 20 mL kurutulur

oziit + su+ +2 mL su ¢

Demir(IIT)klortir + Fehling

(2-3 damla) (I +II) Kalinti+
¢ 10 mL %10 HCl

%10 NH,OH

Kiremit kirmizisi ¢ Eter
cokelti

Siyahims:1  Siyahimsi ¢ Kalint1 +

mavi yesil 1,5 mL HCI

I I INDIRGEYICI ! i |
BILESIKLER

GALLIK  KATESOL 0,5 0,5 0,5

TANENLER TANENLERI mL mL mL

Mayer Bertrand
Reaktifi reaktifi
¢ALKALOiD

Sekil 4. 1. E.seguieriana bitkisine uygulanan nitel analiz islemi (Devam)

v

Bitkinin kalani

Hidroliz edilmis 6ziit

oziit+ 15 mL %10 HCI+ Eter (3x15 mL)

v v
Eter 6ziitii(30 mL) Asidik sulu
cOzeltisi
v v v l
4 mL+ SmL 10 mL
%25 amonyak kurutulur kurutulur + NaOH
¢oz.
¢ ¢ Asctik anhidrit ¢
Kalinti+ + CHCl; Mavi
Kiraz kirmizisi 1-2 mL 1lik su ﬁ ¢Oz.
cokelti ¢ ¢
¢ Yesil  Yesil
Mavi yesil mavi  viole ANTO-
EMODOL floresans ¢ ¢ SIYAN
KUMARiNLER STEROID TRITERPEN



Eter ve metanol 6ziitlerinden kalan bitki+ihik su ( 20 dak.)

v v
Sulu 6zt (50 mL) Bitkinin kalan
|
v v
2 mL I mL
oziit +
l I mL su
calkand1 (15 dak)
10 mL
alkol v
l lKahcl kopiik
Kalin bir ¢okelti SAPONIN
POLIURONID

Sekil 4. 1. E.seguieriana bitkisine uygulanan nitel analiz islemi (Devam)



n-BuOH, CH,Cl,, EtOAc fraksiyonlar1 ve MeOH o6ziitii ITK plaklarina
uygulanip CHCl;: EtOAc, EtOAc: BuOH c¢oziicii sistemlerinde yiiriitiildii.

v

Plaklar
UV254 nm
UV356nm’de
isaretlenir
H,SO4

Dragendorff reatifi
puskiirtiiliir
Kurutulur
(15 dak.)

Kirmizi- turuncu lekeler

l

ALKALOID

v

Plaklar
havada
kurutulur

% 5 bakarsiilfat

puskiirtiiliir
105° C’de
kurut

sar1- kahverengi
lekeler

FLAVONOID

v

Plaklar
lizerine
5 mL sulfonik asit
10 mL kons. asetik asit

puskiirtiiliir
130° C kurut
(5- 10 dak)
Kirmizi- kahverengi
floresans veren lekeler

l

SAPONIN

v v

Plaklar Plak kurutulur
lizerine
% 1’lik vanilin 1 gr vanilin +
¢0z. (metanolde) 100 mL kon.
+ % 37 HC1
puiskiirtiiliir 105-110°C
105° C kurut kurut
(5- 10 dak)
turuncu kirmizi kirmizi- mor-
lekeler kahverengi  menekse
lekeler lekeler
KONDANSE
TANENLER
UCUCU  IRIDOIT
YAG veya
TERPEN

Sekil 4. 2. E. Seguieriana bitkisinin metanol 6ziitiinden hazirlanan fraksiyonlarinin renk reaksiyonlari



5. BULGULAR

5. 1. Disk Difiizyon Testi Sonug¢lari

Boliim 4. 2. 4°de anlatildig: sekilde yapilan deneylerden elde edilen inhibisyon
zon ¢aplar1 Cizelge 5.1°de verilmistir. Deneyler en az ii¢ defa tekrar edilip elde edilen

degerlerin ortalamasit alinmustir.

Cizelge 5.1. Disk difiizyon testi sonuglarinda elde edilen inhibisyon ¢aplari

E. coli S. aureus E. faecalis P. aeruginosa

Img/25uL | Smg/25uL | 1mg/25uLl | Smg/25uL | 1mg/25uLl | Smg/25uL | 1mg/25uL | Smg/25ul
Metanol -- -- -- 18 mm -- -- -- --
n-Butanol | -- -- 12 mm 18 mm -- -- -- --
Diklormetan | -- -- 10 mm 16 mm -- -- -- --
Etilasetat -- -- 11 mm 12 mm -- -- -- --

E. coli S. aureus E. faecalis P. aeruginosa
Gentamisin 10ung/ disk 10ng/ disk 10pg/ disk 10ng/ disk
(+ kontrol) 22 mm Denenmedi Denenmedi Denenmedi
Metanol 25ul/ disk 25ul/ disk 25ul/ disk 25ul/ disk
(- kontrol) -- - - -
n-Hekzan Coziilemedi

E. coli bakteri suspansiyonu ile yapilan ¢alismada Euphorbia seguieriana
bitkisinden elde edilen metanol ekstrakti ve n-butanol, diklormetan, -etilasetat
fraksiyonlarinin farkli iki konsantrasyonlarinin Disk Diflizyon Yontemine gore E. coli
etrafinda higbir zon olusturmadig1 yani antibakteriyel etkisinin olmadig1 gozlendi (Sekil
5.1). Pozitif kontrol olarak kullanilan Gentamisin antibiyotik diskinin verdigi inhibisyon

cap1 da sekilde goriilmektedir.
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Metano Gentamisin
oziiti (1 mg)
Metanol
0ziitli (5 mg) tilasetat
frak (5 mg)
Etilasetat
frak (1 mg)
Diklormetan
frak (1mg)
Metanol
(25 pL)
Diklormetan
frak (5 mg) n-Butanol
frak (5 mg)
n-Butano
frak (1 mg)

Sekil 5. 1. Agarli besiyerine sahip petrilerde Disk Difiizyon Yontemine gore E.
seguieriana bitkisinden elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarin E. coli tizerindeki etkisinin

incelenmesi
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P. auroginosa bakteri suspansiyonu ekilmis Mueller Hinton Agarli petrilerde,
Euphorbia seguieriana  bitkisinden hazirlanan, iki farkli konsantrasyonlu oziit ve
fraksiyonlarin, Disk Difiizyon Yontemine gore antibakteriyel etkinin olmadig1 gozlendi

( Sekil 5. 2).

n-Butanol
frak (5 mg)
Diklormetan
frak (1 mg)
Diklormetan
frak( 5 mg n-Butanol
frak (1 mg)
Metanol Metanol
Oziitii (1 mg) 25 uL
Etilasetat
Metanol frak (5 mg)
Oziitli (5 mg
Etilasetat
frak (1 mg)

Sekil 5. 2. Agarli besiyerine sahip petrilerde Disk Diflizyon Yontemine gore E.
seguieriana bitkisinden elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarmn P. aeruginosa tizerindeki

etkisinin incelenmesi
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E. faecalis bakteri suslar1 yayilmig petri kaplarinda, E. seguieriana bitkisinden

hazirlanan  6ziitlerin emdirildigi disklerin etrafinda bir inhibisyon zonu olugumu

gozlenmedi (Sekil 5. 3 ).

Diklormetan
frak (1 mg)

n-Butanol fra
(5 mg)

n-Butanol frak
(1 mg)

Diklormetan
frak (5mg)

Metanol oziti Metanol
(1 mg) 25 uL
Etilasetat
Metanol 6ziitii frak.(5 mg)
(5 mg)
Etilasetat
frak.(5 mg)

Sekil 5. 3. Agarli besiyerine sahip petrilerde Disk Difiizyon Yontemine gore E.
seguieriana bitkisinden elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarn E. faecalis tizerindeki

etkisinin incelenmesi
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Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol 6ziitiiniin ve butanol fraksiyonunun
Smg/25ul’ lik konsantrasyonlarin S. aureus iizerinde antibakteriyel etkisinin oldugu
zon capmin 18 mm olarak oOlgiilmesiyle tespit edildi. Diklormetan fraksiyonunun
5mg/25uL’1ik konsantrasyonunun inhibisyon zon ¢ap1 16 mm olarak dl¢iilmiistiir (Sekil

5. 4).

Metanol ozt
(1 mg)

Metanol
25 uL
Metanol 6zt
(5 mg) Etilasetat frak
(5 mg)
Etilasetat frak
(1 mg)
Diklormetan n-Butanol frak
frak (1 mg) (5 mg)
Diklormetan n-Butanol frak
frak (5 mg) (1 mg)

Sekil 5. 4. Agarli besiyerine sahip petrilerde Disk Diflizyon Yontemine gore E.
seguieriana bitkisinden elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarin S. aureus iizerindeki etkisinin

incelenmesi
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5.2. MIC ve MBC DEGERLERININ SAPTANMASI

E. seguieriana’nin diger bakteriler lizerinde antibakteriyel etkisi olmadig1 Disk
Difiizyon Yontemiyle belirlendigi i¢in MIC ve MBC degerleri sadece S. aureus i¢in
belirlendi.

Cizelge 5. 2. Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol, n-butanol, diklormetan

fraksiyonlarinin S. aureus tizerindeki etkilerinin karsilastirilmast

10 mg/mL |5 mg/mL | 2,5mg/mL | 1,25mg/mL | 0,625mg/mL
(1)Metanol - - - MIC + +
(2)n-Butanol - - - MIC + +
(3)Diklormetan - - - MIC + +
(1) MIC:2,5 mg/mL (-) Biylime yok
(2) MIC:2,5 mg/mL (+) Biiylime var

(3) MIC :2,5 mg/mL

Etilasetat fraksiyonunun etkisi ¢ok az oldugu i¢cin MIC ve MBC degerleri
arastirilmadi.

Bitki Oziitlerinin iki kat seyreltmelerini iceren sivi besi ortamlarinda S. aureus
susunun biiylimesini engelleyen en kiiciik konsantrasyon MIC degeri olarak alindi
(Cizelge 5. 2 ). Biiyiime gozlenmeyen tiiplerden 10 puL agarli besiyerlerine yayildiginda,
gecelik inkiibasyondan sonra koloni olusumu gézlenmeyen en kiigiik konsantrasyon
MBC degeri olarak alindi. Euphorbia seguieriana bitkisinden elde edilen metanol
oziitl, diklormetan ve butanol fraksiyonlarinin MBC degerlerinin belirlenmesiyle iliskili

resimler, Sekil 5. 5, Sekil 5. 6, Sekil 5. 7° de sunulmustur.
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Sekil 5. 5. Metanol 6ziitiiniin MBC degerlerinin belirlenmesi.

Euphorbia seguieriana bitkisinin;

M o Metanol 6ziitliniin 10 mg / mL’lik konsantrasyonu
M Metanol 6ziitiinlin 5 mg / mL’lik konsantrasyonu

M ;s Metanol 6ziitlinlin 2,5 mg / mL’lik konsantrasyonu
M 125 Metanol 6ziitliniin 1,25 mg / mL’lik konsantrasyonu
M o625 Metanol 6ziitiiniin 0,625 mg / mL’lik konsantrasyonu
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Sekil 5. 6. Diklormetan fraksiyonun MBC degerlerinin belirlenmesi

Euphorbia seguieriana bitkisinin;

D Diklormetan fraksiyonun 10 mg / mL’lik konsantrasyonu
Ds Diklormetan fraksiyonun 5 mg / mL’lik konsantrasyonu
D,s Diklormetan fraksiyonun 2,5 mg / mL’lik konsantrasyonu

D s Diklormetan fraksiyonun 1,25 mg / mL’lik konsantrasyonu
D g625 Diklormetan fraksiyonun 0,625 mg / mL’lik konsantrasyonu
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Sekil 5. 7. Butanol fraksiyonun MBC degerlerinin belirlenmesi.

Euphorbia seguieriana bitkisinin;

B Butanol fraksiyonun 10 mg / mL’lik konsantrasyonu
Bs Butanol fraksiyonun 5 mg / mL’lik konsantrasyonu
Bs Butanol fraksiyonun 2,5 mg / mL’lik konsantrasyonu
B2 Butanol fraksiyonun 1,25 mg / mL’lik konsantrasyonu
B o625

Butanol fraksiyonun 0,625 mg / mL’lik konsantrasyonu
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Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol o6ziitli, n-butanol, diklormetan

fraksiyonlarinin belirlenen MBC degerleri Cizelge 5. 3’degosterilmistir.

Cizelge 5. 3. Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol 0ziitli, butanol, diklormetan

fraksiyonlarinin MBC degerleri

MBC (mg/ mL )

Metanol 10
n-Butanol 10
Diklormetan 5

5. 3. Nitel analiz ve renk reaksiyonlarinda elde edilen bulgular

Deneysel boliim 4. 2. 7.’de anlatilan, nitel analiz islemleri sonucu Euphorbia
seguieriana bitkisinin; triterpenler, yag asitleri, karetenoid, katesol tanenleri,
alkoloidler, antosiyan pigmenti, polilironidler, indirgeyici bilesikler, saponinler igerdigi
saptanmustir.

Yapilan renk testleri sonucu, Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol
Oziitliniin etilasetat fraksiyonunun alkaloid, terpen, tanen ve flavonoidleri; butanol
fraksiyonunun terpen ve tanenleri igerdigi bulunmustur. Diklormetan fraksiyonu
kullanilan renk reaksiyonlarma yanit vermemistir. Ayrica metanol 6ziitliniin iridoitleri

icerdigi de saptanmistir.
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6. SONUC

Canakkale, Intepe ydresinden toplanan Euphorbia sequieriana bitkisinin toprak
istli kisimlari, golgede kurutulduktan sonra toz haline getirilip, Soxhlet diizeneginde
metanol ile 6ziitlendi. Metanol 6ziitii, dort farkl ¢oziicii ile fraksiyonlandi.

Toplam metanol ve ii¢ fraksiyonun farkli konsantrasyonlari i¢in Disk Difiizyon
Yontemi uygulanabilirken, hekzan fraksiyonu ¢oziilemedigi i¢in islemler uygulanamadi.
Disk Difiizyon Yontemi sonuglarina gore bitkinin metanol 6ziitii ve ii¢ fraksiyonun, E.
coli, E. faecalis, P. aeruginosa bakterilerine karsi 6nemli bir etki gostermedigi
gozlenmistir.

Euphorbia seguieriana bitkisinin metanol dziitiiniin ve butanol fraksiyonunun
5 mg / 25 pL’lik konsantrasyonlarin S. aureus iizerinde antibakteriyel etkisinin oldugu
zon ¢apinin 18 mm olarak dl¢iilmesiyle tespit edildi. Diklormetan fraksiyonunun 5 mg /
25 pL’lik konsantrasyonunun S. aureus tizerinde antibakteriyel etki gdzlendi.

Disk diflizyon testine gore etkin oldugu gozlenen S. aureus bakterisi icin MIC
ve MBC degerleri saptandi. Etilasetat fraksiyonunun etkisi ¢ok az oldugu i¢in MIC ve
MBC degerleri arastirilmamustir.

Sonug olarak;

E. seguieriana’nin kullanilan dort bakteri tiirinden yalniz birine (S.aureus)
kars1 etkili oldugu gozlemlenen inhibisyon zonlari, MBC ve MIC sonuglarina
dayanilarak karar verildi. Bitkinin antibakteriyel 0Ozelligi bakteri tiirlerine gore
degismektedir.

Yapilan literatiir taramast sonucunda, Euphorbia tiirlerinin kimyasal yapilarini
aydmlatmaya yonelik calismalar bulunmustur. Oksiiz ve arkadaslari E. seguieriana
bitkisinin Me,CO 6ziitinden yedi tane diterpen poliesteri izole etmislerdir. Ik bes
bilesik myrsinol ile iliskili yap1 iken, kalan ikisi de siklomyrsinol ve lathyrane
diterpenlerinin tiirevidir ( Oksiiz ve ark., 1998)

Euphorbia tiirleri tiglian ingenan ve dafnan diterpenlerinden dolay: deriyi
tahris edici ve tiimor olusumunu Onleyici oOzellik gosterir (Hofmann ve ark.,
1999).Upadhyay ve arkadaslar1 E. seguieriana bitkisinde diterpen ingenol esterleri
bularak, tahris edici etkinin bu bilesikten kaynaklandigini belirlemistir (Upadhyay ve
ark., 1980). Upadhyay ve arkadaslarinin E. esula bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada,
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tahris edici ve tiimor olusumunu Onleyici etkiye neden olan ingenol tiirevleri
belirlenmistir (Upadhyay ve ark., 1978).

E. seguieriana bitkisi i¢in yapilan nitel analiz islemi sonucunda, metanol
Oziitiiniin etilasetat fraksiyonunun alkaloid, terpen, tanen ve flavonoidleri; butanol
fraksiyonunun terpen ve tanenleri igerdigi bulunmustur. Yapilan literatiir taramasi
sonuglart ve bitkinin kimyasal igerigide géz Oniine alinarak, gbézlenen antibakteriyel
etkinin diterpenlerden kaynaklandig1 sdylenebilir.

Bundan sonra c¢alismalarda daha fazla sayida bakteri susu kullanilabilir. Elde
edilen oziitler cesitli ayirma teknikleriyle ayrilarak molekiil icerikleri daha detayli
incelenebilir. Ayrica etkili bulunan fraksiyondaki etken maddelerin bakterilere etki

mekanizmalari arastirilabilir.
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OZET

Calismaya konu olan Euphorbia sequieriana bitkisi siitlegen familyasinin bir
tiyesidir ve en belirgin 6zelligi ¢ok tahris edici siit bulundurmasidir. Bu bitki toksik ve
kanser Onleyicidir. Yapisinda diterpenlerin var oldugu, tahrig edici etkinin diterpen
ingenol’den kaynaklandig1 bulunmustur.

Canakkale, Intepe yoresinden Nisan 2001°de toplanan Euphorbia sequieriana
bitkisinin toprak {istli kisimlari, gélgede kurutulduktan sonra degirmende 6giitiildii. 50 g
bitki Soxhlet diizeneginde metanol ile Oziitlendi. Metanol 6ziitii, polarliklarina gore
n-hekzan, diklormetan, etilasetat, n-butanol ile fraksiyonlandi.

Elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarin antibakteriyel etkilerini arastirmak i¢in Disk
Difiizyon Yontemi uygulandi. Disk Difiizyon Yonteminde E. coli, E. faecalis, P.
aeruginosa, S. aureus bakterileri kullanildi. n-Hekzan fraksiyonu ¢oziilemedigi igin
islemler bu fraksiyona uygulanamadi. E.seguieriana bitkisinin metanol Oziitiiniin,
n-butanol fraksiyonunun, S. aureus’a karsi etkili oldugu belirlendi. Diklormetan
fraksiyonunun zayif bir etkiye sahip oldugu gozlendi. Disk Diflizyon Yontemine gore
etkin oldugu gozlenen S. aureus bakterisi i¢in MIC ve MBC degerleri saptandi.

Ayrica, metanol oOziitii ve dort fraksiyonu igin nitel analiz islemleri de
uygulanarak, bitkideki molekiil gruplar1 belirlendi. Nitel analiz islemleri sonucu
Euphorbia seguieriana bitkisinin; triterpenler, yag asitleri, karetenoid, katesol tanenleri,
alkoloidler, antosiyan pigmenti, polilironidler, indirgeyici bilesikler, saponinler igerdigi

saptanmustir.
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SUMMARY

The plant E. seguieriana, the subject of this study, is a member of spurge
family and the main charasteristic of this plant is its irritant latex. This plant is toxic and
cancer inhibitor. It has been found that the plant has diterpenoids and the irritant
properties are due to diterpen ingenol.

Euphorbia seguieriana was collected in April 2001 and air-dried material
grinded in mill. 50 gr of Euphorbia seguieriana was extracted in Soxhlet aparatus with
methanol. The methanol extract was fractioned with the hexane, dichloromethane, ethyl
acetate and buthanol.

Antibacterial effect of the methanol extract and fractions was investigated with
Disc Diffusion Assay. E. coli, E. faecalis, P.auroginosa, S. aureus were used in this
assays. Antibacterial activity of n-hexane fraction could not be determined since it could
not be redissolved. It was determined that methanol extract, n-butanol and
dichloromethane fractions of E. seguieriana have antibacterial effect on S. aureus
according to Disc Diffusion Assay. MIC and MBC values were also determined.

Methanol extract and four fractions were analysed qualitatively to find
molecule groups in the plant. According to qualitative analysis, E. seguieriana was
determined to contain triterpenoids, fatty acids, carotenoids, cothecol tannins, alkaloids,

antocyanidin, reducing compounds and saponins.
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