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0z

Anthemis tinctoria bitkisinin antibakteriyel aktivitesi incelendi.
Bitkiden elde edilen maserasyon ekstresi, toplam metanol ekstresi ve
fraksiyonlarin bakterilere karsi aktivitesi belirlendi. Metanol ekstresi n-
hekzan, diklormetan, etilasetat ve n-biitanol ile fraksiyonlandirildi.
Antibakteriyel aktivite ¢aligmasi i¢in disk diflizyon yontemi kullanilarak
inhibisyon zonlar1 ve aktivite gosteren ekstrelerin MIC ve MBC
degerleri belirlendi. En fazla aktiviteyi diklormetan fraksiyonu gosterdi.
Ayrica bitkinin kalitatif analizi yapildi.

Anahtar Kelimeler: Anthemis tinctoria, Antibakteriyel
aktivite, Kalitatif analiz, Inhibisyon zonu, MIC ve MBC.



ABSTRACT

Antibacterial activity of Anthemis tinctoria was investigated.
Antibacterial activities of maceration extract, total methanol extract and
fractions of Anthemis tinctoria against various bacteria were determined.
Methanol extract was fractionated respectively with n-hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. Disc diffusion method
was used for antibacterial activity study. Then zones of inhibition around
the disc were measured and extracts which are active were tested for
MIC and MBC. Also qualitative analysis was done.

Keywords: Anthemis tinctoria, Antibacterial activity,
Qualitative analysis, Zones of inhibition, MIC and MBC.
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GIRIS

Insanlar yiizyillardan beri bitkilerden gida, baharat, ilag ve boyarmadde olarak
yararlanmiglardir. Diinyada 750.000-1.000.000 arasinda bitki tiirii bulundugu tahmin
edilmektedir. Yapilan arastirmalarla yaklasik 500.000 kadar1 tanimlanmistir. Bu
bitkilerin kiigiikk bir yiizdesi insanlar ve hayvanlar tarafindan besin olarak
kullanilmaktadir. Her yil 2000 kadar yeni tohumlu bitki tlirli tanimlanip
isimlendirilmektedir (Baytop, 1999).

Tedavi maksadiyla kullanilan bitkilerin miktari, antik cagdan beri devamli bir
artis gostermektedir. Mezopotamya uygarlifi doneminde kullanilan bitkisel drog
miktar1 250 civarinda idi. Grekler doneminde 600 kadar tibbi bitki taniniyordu. Arap-
Fars uygarligi doneminde bu miktar 4.000 civarina kadar yiikselmistir. XIX. asrin
baslarinda ise bilinen tibbi bitki miktar1 13.000 sayisina erigmistir. Diinya Saglik
Teskilat1 tarafindan yapilan bir arastirmanin sonuglarina goére kullanilan tibbi bitkilerin
toplam miktar1 20.000 civarindadir (Baytop, 1999).

Son yillarda tibbi bitkiler {izerine yapilan arastirmalar yogunlagmistir. Bunda
kalkinma yolundaki iilkelerin bitkilerden yararlanarak hastaliklara kolay ve ucuz gare
bulma istekleri biiylik rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda tedavide kullanilan ilaglarin
yapisinda fitokimyasallarin bulunmasi, sentetik bilesiklerin yillar sonra yan etkilerinin
ortaya ¢ikmasi, insanlarin bitkilere daha kolay ve ucuz ulasabilmeleri bitkilere olan
ilgiyi artirmistir.

Tamamlayic1 tedavi yontemlerine ek olarak bitki ekstrelerinin kullanimi
1990’larin sonlarinda biiylik popiilarite kazanmistir. Gegen on yil i¢inde A.B.D’de
incelenen insanlarin yaklagik 1/3’# bir 6nceki y1l boyunca en az bir kez tamamlayici
tedaviye bagvurdugunu belirtmistir. 1996 yilinda bitkisel ilaglarin satiginda bir 6nceki
yila gore % 37’lik artis olmustur. Bu insanlarin toksik ilaglara bir tepkisi olabilir
( Cowan, 1999).

Bitkiler hakkinda derlenen bilgilerin bir kismi tecriibeye dayali; eski
toplumlarin tedavi amaciyla kullandiklar1 ve hayvanlarin iyilesmek ig¢in i¢giidiiyle
yedikleri bitkiler ve bir kismi da bitkilerin etkili maddeleri bulunup ayiklanarak yapilan
klinik calismalara dayali bilgilerdir. Her seye ragmen tiim diinya {izerine ¢ok biiyiik

miktarda yayilmis olan bitkilerin tibbi agidan arastirilmasi tamamlanamamastir.



Bitkisel droglar ya dogrudan bitkiden hazirlanarak ekstre halinde yada
yapilarinda kiiclik degisiklikler yapilarak daha etkili bicime getirilip ila¢ sektdriinde
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada Anthemis tinctoria bitkisinden elde edilen ekstrelerin
antibakteriyel aktivitesi Disk Difiisyon yontemi ile incelenmis ve etkin olan ekstrelerin

MIC ve MBC degerleri hesaplanmigstir. Ayrica bitkinin kalitatif analizi yapilmistir.

1.1. Bitkilerde Bulunan ve Biyolojik Aktivite Gosteren Bilesiklerin Temel
Yapilan

1.1.1. Basit Fenoller ve Fenolik Asitler

Tek fenol halkasindan ibaret basit biyoaktif kimyasallardir. Sinnamik asit ve
kafeik asitler fenilpropandan tiiremis bilesiklere birer 6rnektir.

Yaygin olarak bulunan bitkilerden tarhun ve kekigin ikisi de kafeik asit igerir.
Bu bilesigin virlis, bakteri ve fungilere karsi etkili oldugu bulunmustur (Wild ve

ark.,1994).

HO CH=CHCOOH @

HO |
HO
OH

Kafeik asit Katesol

Sekil 1.1. Kafeik asit ve katesol’iin yapilari

Katesol ve pirogallol her ikiside hidroksillenmis fenollerdir ve
mikroorganizmalara karsi toksik etki gosterirler. Katesol 2 —OH grubuna, pirogallol
3-OH grubuna sahiptir. Fenol halkasindaki —OH gruplarinin sayis1 ve konumu onlarin
toksisiteleri ile ilgilidir. Bu etkinin okside bilesiklerin enzimleri inhibe etmesi ile biiyiik
olasilikla da siilfhidril gruplar1 ya da proteinler ile etkilesimden kaynaklandig:

distiniilmektedir.



1.1.2. Kinonlar

Kinonlar, halkali konjiige endionlardir. Dogada yaygin olarak bulunurlar ve
yiiksek reaktif Ozelliktedirler. Bu bilesikler, meyve ve sebzeler kesildigi zaman
meydana gelen kararma reaksiyonundan sorumludurlar. Bitkilerde kinon yapisinda pek
cok dogal boyarmadde bulunmaktadir.

Lavson, genellikle Arap yarimadasinda yetisen bir ¢alinin yapraklarinin
ogiitiilmesiyle elde edilen kinada (Lawsonia inermis) ve juglon, ceviz (Juglans regia)

meyvesinin disini ¢evreleyen yesil kabukta bulunur (Tiiziin, 1999).

OH O
OH
Yy d
O O O
Kinon Lavson Juglon

Sekil 1.2. Kinon, lavson ve juglon’un yapilari

Kinonlar, proteinlerdeki niikleofilik aminoasitler ile tersinmez kompleks
olustururlar ve buda proteinlerin inaktive olmasina ve fonksiyonunu kaybetmesine yol
acar. Bundan dolay1 kinonlarin antimikrobiyal etkileri biiyiiktiir. Mikrobiyal hiicredeki
olas1 hedefler, hiicre duvari polipeptitleri ve membrana bagli enzimlerdir.

Kazmi ve arkadaslar1 bir Pakistan agaci olan Cassia italica’dan hiperisin
adinda bir antrakinon tanimlamislardir. Pseudomonas pseudomalliae i¢in bakterisidal,
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium pseudodiphtericum ve Bacillus anthracis
icin bakteriostatik etki gosteren bu bilesik sonralar1 antidepresant olarak popiilerlik

kazanmasiyla daha fazla dikkat cekmistir (Duke, 1985).

1.1.3. Flavonoitler
Flavon yani 2-fenilkromonun ozellikle benzen halkas1 iizerinde hidroksi
tiirevleri dogada ¢ok yaygin olarak bulunur. 2,3-Cift bag1 indirgenmis olanlara ise

flavan ismi verilir. Bunlardan 3-yerine —OH grubu baglanmis olanlar flavonol, fenil



grubu 3-yerine baglanmis olanlar ise izoflavonlar olarak adlandirilir. Flavanonlar ve

flavanonoller diger yaygin iki gruptur.

Flavan

Flavonol Izoflavon

Sekil 1.3. Flavon, flavan, flavonol ve izoflavon’un yapilar

Flavonoitlerin aktivitesi hiicre disindaki, ¢6ziiniir proteinler ve bakteriyel
hiicre duvarlari ile kompleks yapmalarindan ileri gelir.

Ornegin, alpinumisoflavon’un, schistosomal enfeksiyonlara (Perrett ve
ark.,1995), phloretin’in ¢esitli mikroorganizmalara (Hunter ve Hull.,1993), galangin’in
(3,5,7-trihidroksiflavon) fungi ve viriislere oldugu kadar gram-pozitif bakterilere karsi
etkili oldugu bulunmustur (Meyer ve ark., 1997).

Flavonoitlerin olasi mekanizmalarinin net bir bicimde agiklanmasi celiskili
bulgular yliziinden yapilamamistir. f-halkasinda —OH grubu olmayan flavonoitler, -OH
grubu olanlardan daha etkilidir. Bu bulgu onlarin mikrobiyal hedeflerinin membran
oldugunu kanitlar. Lipofilik bilesikler bu yapiya daha ¢ok zarar verebilir. Bununla

beraber bazi aragtirmacilar karsi etki bulmuslar ve daha fazla hidroksilasyonun



antimikrobiyel aktiviteyi arttirdigini ileri siirmiislerdir. Bu son bulgular basit fenolikler
ile ayn1 sonuglar1 yansitmaktadir ( Sato ve ark., 1996).

1.1.4. Tanenler

Tanen kelimesi olduk¢a genis kapsamli bir terimdir ve degisik kimyasal
komposizyondaki bilesikleri kapsar. Fenilhidroksit gruplar1 agirlikli oranda olan, belirli
bir derecede yogunlagsma ve polimerlesmeye ugramis olan bitkisel tanenler gercek
tanenler olarak bilinir. Molekiil agirliklar1 300°den 500’e kadar degisebilir.

Tanenler hidrolize ugrayabilen veya yogunlagmis tanenler olmak iizere iki
grupta simiflandirilmistir. Hidrolize ugrayabilen tanenler bir sekerin, Ozelliklede
glikozun bir veya birkag polifenolik karboksilik asitli esterleridir. Ester baglar1 asitlerin,
bazlarin veya enzimlerin etkisiyle hidrolize olarak kirilirlar. Yogunlagmis tanenler ise
asitlerin etkisi altinda hidroliz yoluyla daha basit bilesiklere ayrilmak yerine

polimerlesirler. Sekil 1.4°de tanen yapisina 6rnek Ellagitanin’in yapisi gosterilmektedir.

Sekil 1.4. Ellagitanin’in yapisi.

Fagositik hiicrelerin uyarimi, host-mediated tiimor aktivitesi ve anti-infektif
aksiyonlar gibi bir¢cok aktivite tanenlerle ilgilidir. Onlarin molekiiler fonksiyonlari
proteinler ile komplekslesmelerinden ileri gelir. Antimikrobiyal etkileri kinonlarda
oldugu gibidir. Enzimler, polisakkaritler, proteinler ile kompleksleserek onlar1 inaktive

ederler.



Tanenlerin antimikrobiyel ozellikleri incelenmis ve yapilan g¢alismalarla
bakteri, maya ve mantarlara karsi toksik etki gosterdikleri belirlenmistir. Kondense
tanenler bakterilerin hiicre duvarina baglanarak ayrica biiylimeyi ve proteaz aktivitesini

engelleyerek etkili olurlar (Scalbert, 1991).

1.1.5. Kumarinler

Kumarinler, benzen ve a-piron halkalarindan olusmus bilesiklerdir ve
karakteristik ot kokusundan sorumludurlar. 1996’ya kadar 1300 kumarin tiirevi
tanimlanmigtir. Onlarin asil {inii anti-trombotik, anti-enflamatuar ve damar genisletici

aktivitelerinden ileri gelir.
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Kumarin Warfarin

Sekil 1.5. Kumarin ve warfarin’in yapilari.

Warfarin, iyi bilinen bir kumarin tiirevidir ve antikoagulant olarak kullanilir.
Ayrica antiviral etkiye de sahiptir (Keating ve O’Kennedy, 1997). Kumarinlerin
kemirgenlerde yiiksek toksik etki gosterdigi bilinmektedir bu yiizden medikal olarak
dikkatlice kullanilmalidir. Bununla beraber son yapilan bir¢ok in vivo hayvan
denemesi, bu sonuglarin insanlarla 6zdesmeyecegini gostermistir ve toksik kumarin

tiirevleri insanlarin idrarindan giivenle atilmaktadir (Weinmann, 1997).



1.1.6. Ucucu Yaglar ve Terpenoidler

Ucucu yaglar bitkinin 6zelligine gore ¢ok degisik organlarinda yogunlasma
gostermektedirler. Bitkinin koklerinde (zencefil), gévde ve kabuk kisimlarinda (targin),
yapraklarda (nane, defne), meyve kisminda (portakal, limon) veya ciceklerde (giil,
yasemin) bulunabilirler.

Ucucu yaglar genellikle oda sicakliginda sividirlar, ancak sivi olmayan ugucu
yaglarda vardir. Buharlastiklarinda geride herhangi bir kalint1 birakmazlar. Suda ¢ok az
(1/200 oraninda) ¢oziiniirler. Ancak bu ¢oziinme bile kokularinin suya ge¢mesi igin
yeterlidir. Genel olarak renksiz veya acik sar1 renklidirler.

Ugucu yaglar kimyasal bilesimlerine, aromatik oOzelliklerine ve terapotik
etkilerine gore siniflandirilabilirler.

Kimyasal bilesimleri yoniinden ugucu yaglardaki maddeler 4 grup altinda
toplanabilirler.

1- Terpenik maddeler

2- Aromatik maddeler

3- Diiz zincirli hidrokarbonlar

4- Azot ve kiikiirt tagiyan bilesikler

Ugucu yaglarin biiyiik ¢ogunlugu (% 90 civarinda) terpenik maddelerden
olusmustur.  Terpenler  izopren  (2-metil-1,3-biitadien)  oligomeri  olarak
tanimlanabilirler. izopren, Cs bilesigidir dogada bulunmaz ama bunun 2,3.4.. katlari
yani Cig, Cis, Cpo, C30, Cag’lar dogada bulunurlar ve bunlar sirasiyla monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler ve tetraterpenler olarak isimlendirilirler.

Terpenler doymus veya doymamus, diiz zincirli veya halkali hidrokarbon
olabilecegi gibi, alkol, aldehit veya keton gruplarida igerebilirler. Bu bilesikler ilave
olarak elementler (genellikle O, ) icerdigi zaman terpenoidler olarak adlandirilirlar.
Ornegin halkali ve oksijen igeren monoterpenlerden mentol nane yaginda, timol ve

karvakrol kekik yaginda bulunur.
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Sekil 1.6. Mentol, timol ve karvakrol’un yapilar:

Terpenler ve terpenoidler bakteri, fungi, virlis ve protozalara karsi aktiftirler.
1977°de o tarihe kadar incelenen ucgucu yag tiirevlerinin % 30’u bakterileri inhibe
ederken, % 60’ 1ninda mantarlari inhibe ettigi belirtilmistir (Chaurasia ve Vyas, 1997).

Terpenlerin etki mekanizmasi tamamen anlasilmis degildir fakat lipofilik
bilesikler ile membranin zarar gormesi seklinde gergeklestigi diistiniilmektedir.
Mendoza yaptigr bir ¢alismada kauren diterpenoidinin metil gruplar1 eklenmesi ile
hidrofilikliginin artmasiyla, antimikrobiyal aktivitesinin azaldigin1 bulmustur.

Yonca bitkisinin etanol-su fraksiyonundan ayrilan petalostemumol terpenoidi,
Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus’a karsi milkemmel bir aktivite, gram-negatif

bakterilere ise diisiik aktivite gostermistir (Hufford ve ark., 1993).

1.1.7. Alkaloitler

Heterosiklik azot bilesikleri alkaloitler olarak adlandirilir. Morfin 1805°de
Papaver somniferum bitkisinden izole edilen ve medikal olarak kullanilan ilk
alkaloittir. Diterpenoid alkaloitler genel olarak Ranunculaceae familyasinin
bitkilerinden izole edilmislerdir ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip olduklar
bulunmustur (Khan ve ark.,1997).

Berberin, alkaloitlerin dikkat c¢ekici bir Ornegidir. Plasmodia ve
tripanozomlara kars1 oldukga etkilidir. Berberin ve harman gibi kuaterner alkaloitlerin

etki mekanizmasi onlarin DNA ile etkilesiminden kaynaklanir.
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Sekil 1.7. Harman’in yapisi

1.1.8. Glikozitler

Glikozitler, bir sekerin indirgeyici grubu ile seker olmayan bir bilesikten
(aglikon) su ¢ikisi ile birlesmeleriyle olusurlar. Bu baglanti, sekerin rediiktor grubu ile
aglikonun hidroksil, tiyol, amin veya dogrudan karbona bagli bir hidrojeni arasindan su
cikisi suretiyle olduguna gore sirasiyla, O-glikozitleri, S-glikozitleri, N-glikozitleri ve
C-glikozitleri olusur. Bunlar arasinda bitkilerde en fazla O-glikozitlerine
rastlanmaktadir. Siyanogenetik glikozitler, kalp kuvvetlendirici glikozitler, saponin
glikozitleri de 6nemli bir yer tutarlar (Cubukgu, 1992).

Ornegin bir kalp glikozidi olan qubain’in yapisi asagida gosterilmektedir.

Qubain hiicre zarlarindaki Na'/ K~ ATPaz’1n inhibitoriidiir (Pamuk, 2000).
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Sekil 1.8. Qubain glikozidinin yapisi

Glikozitlerin bir grubu olan saponinler birkag bitki tiiriinde bulunmus ve suda
kopiirme Ozellikleri ile karakterize edilmiglerdir. Saponin glikozitlerin hidrolizi bir

triterpen veya steroid ve glikoz, galaktoz, ksiloz gibi seker verir.



1.1.9. Lektinler ve Polipeptitler

Mikroorganizmalar i¢in inhibitér olan peptidler ilk olarak 1942 yilinda
bulunmustur. Bu peptitler genellikle disiilfit baglar1 igerirler ve pozitif yiikle
yuklenmislerdir. Etki mekanizmalar1 mikrobiyal membranda iyon kanallarinin olusumu
veya polisakkarit reseptorlerine mikrobiyal proteinlerin adhezyonunun yarismali
inhibisyonu olabilir. Son c¢aligmalar ani-HIV peptidler ve lektinler {izerinde
yogunlagmistir ama bu makromolekiillerin bakteriler ve mantarlari inhibisyonu uzun
zamandir bilinmektedir.

Thioninler arpa ve bugdayda bulunan ve 47 aminoasitten olusan peptidlerdir.
Bunlar gram-pozitif bakterilere, gram-negatif bakterilere ve mayalara kars1 toksik etki
gosterirler (Fernandes de Caleya, 1972). Sekerpancarindan AX1 ve AX2 thioninler
mantarlara karsi aktivite gostermisler fakat bakterilere gostermemislerdir (Kragh ve
ark., 1995). Fava fasiilyesinden 47 aminoasitli bir peptid olan fabatin tanimlanmistir ve
E.coli, P.aeruginosayi inhibe ederken, Candida ve Saccharomyces’lere etki etmemistir
( Zhang ve Lewis, 1997).

Ac1 kavundan elde edilen MAP30, Gelonium multiflorum’dan elde edilen
GAP31 ve jacalin mannoz-spesifik lektinlerdir. Bunlar tehlikeli hiicre bilesenleri ile
viral etkilesimi inhibe ederek viral iiremeyi engellerler. Etki mekanizmasinin adhezyon
inhibisyonu olarak gerceklestigi diisiinlilmektedir fakat bu etki genel bitki

antimikrobiyal inceleme metodlariyla belirlenememektedir.

1.2. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmalari

Bitkilerden elde edilen etken maddeler baslica 5 mekanizma ile antimikrobik
etki gosterirler.

1- Hiicre duvar sentezini durdurarak

2- Hiicre zari islevini bozarak

3- Mikroorganizmanin protein sentez mekanizmalarini engelleyerek

4- Mikroorganizmanin niikleik asit sentezini inhibe ederek

5- Antimetabolik etki gostererek



1.2.1. Hiicre duvarimnin sentezini onleyerek etkili olanlar

B-Laktam antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler), glikopeptitler (vanko-
misin, teikoplanin), basitrasin, sikloserin gibi antimikrobik maddeler bu mekanizma ile
etkili olurlar (Oztiirk, 1997).

Hastalik yapan bakterilere kars1 gelistirilen ilaclar genellikle hiicre duvarinin
sentezini veya yapisint bozmak ic¢in planlanir. Ciinkii bu yap1 bozulunca bakteri
yasamint siirdiiremez (Pamuk, 2000).

Hiicre duvari bakterinin biitlinliiglinii koruyan, bolinme ve ¢ogalmasini
saglayan kisimdir. Hiicre duvart murein denilen bir polimer bilesikten olugsmaktadir. Bu
madde bir mukopolisakkarit olan lineer peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglarla
birbirine baglanmalar1 sonucu olusur. Bakteri hiicre duvari, dis ortamdan aktif tagima
ile alinan suda ¢oziinmiis pek ¢ok maddenin yiikselttigi hiicre i¢i osmotik basinca karsi
direnip bakterinin biitlinliigiinii koruyarak pargalanmasina engel olur. Hiicre duvari
sentezinde en az 30 enzim gorev alir ve 4 basamakta gergeklesir (Pamuk, 2000).

I- Heksozlarin 6ncii niikleotitlere doniistiiriilerek aktive edilmesi saglanir:

Bu basamakta sitoplazmik enzimler yardimiyla heksozlardan uridin difosfat
N-asetil glikozamin (NAG) ve uridin difosfat N-asetil muramik asit (NAM) birimleri
olusur.

II- Pentapeptid yan zincirlerinin olusup N-asetil muramik aside eklenmesi:

Muramik asidin karboksil grubuna bagli olarak bes aminoasitten olusan
pentapeptid yan zincirinin ortaya ¢ikmasi sonucu N-asetil muramil pentapeptid yan dali
olusur. Bu esnada yan dalin ucundaki D-alanil-D-alanin rezidiisii ayr1 bir dipeptid
olarak meydana geldikten sonra daha dnce olugmus 3 aminoasitlik segmentin ucuna bir
blok halinde oturtulur. Sonugta UDP-N- asetil muramilpentapeptid olusur.

III- Peptidoglikan zincirinin olusmasi ve pentaglisin kdpriistiniin baglanmasi:

Oncii iki niikleotid, UDP gruplarmi kaybederek birbirleri ile sitoplazma
membranindaki bir fosfolipidin yardimiyla baglanirlar. Bu sekilde disakkaritler
polimerize olur ve uzun bir polimer olan lineer peptidoglikan zincirler ortaya ¢ikar.

Vankomisin, basitrasin, sikloserin gibi antibiyotikler bu asamaya kadarki
olaylarda inhibisyon yaparak etkili olurlar. Ornegin glikopeptidler hiicre duvari dncii

maddeleri D-alanil-D-alanin ile kompleks yaparak peptidoglikan sentezini bozarlar.



IV- Capraz baglanma (transpeptidasyon):

Yapica bir kafese benzeyen hiicre duvarinda peptidoglikan zincirlerin arasinda
da baglar olusacaktir, bunu da NAM birimleri arasinda transpeptidasyon sonucu ¢apraz
baglanma saglar. Bu asamada karboksipeptidaz ve endopeptidazlar rol alir. Bu
enzimlerin aktif bdlgesi serin aminoasidinin bulundugu bdlgedir. Bu enzimler
pentapeptid yan zinciri sonundaki D-alanil-D-alanin peptidine baglanabildikleri gibi
serin igeren aktif bolgeleri ile penisilinede baglanabilirler. Bunun nedeni D-alanin ile
penisilin arasindaki steorik benzerliktir. Bu nedenle transpeptidaz enziminin aktif serin
bolgesi, alanin yerine onun anolugu gibi davranan penisiline geri doniisiimsiliz olarak
baglanir. Sonugta bir bagka NAM’a bagli pentapeptidle peptid bag1 olusamaz ve kafes
benzeri duvar olusumu durmus olur.

Ornegin penisilinler gii¢lii bakterisidal etkili ve diisiik toksisiteli p-laktam
tiirevi bir antibiyotik grubudur. Kimyasal yapida yapilan degisiklikler ile ¢ok sayida
tiirevi gelistirilmistir. Penisilinlerde temel yapiy1 bir betalaktam halkasi, bir tiazolidin
halkasi ve yan zincir olusturur. Betalaktam ve tiazolidin halkasinin olusturdugu yapiya
6-aminopenisilanikasit (6-APA) denir. Halen kullanilan tiim penisilinler 6-APA
tiirevidir. Yan zincirlerdeki degisiklikler ise antibakteriyel spektrumu ve farmakolojik

ozellikleri belirler (Newman ve ark., 2000).
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Sekil 1.9. 6-APA (6-aminopenisilanikasit) ve penisilinG’nin yapilari

1.2.2. Hiicre Zarmn Islevini Bozarak Etki Edenler
Polimiksinler, nistatin, Amfoterisin B, imidazoller bu mekanizma ile etkili

olurlar (Oztiirk, 1997).



Stoplazma zar1 mikroorganizma i¢in gerekli maddelerin dig ortamdan
difiizyon veya akif tasimayla alindigi osmotik bir engeldir. Bu asamada etkili
antimikrobik maddeler sitoplazma zarinin gegirgenligini arttirip sitoplazma igindeki
genellikle ufak molekiillii bilesiklerin (aminoasitler, niikleotitler) disar1 ¢ikmasina

neden olup mikroorganizmanin §liimiine neden olurlar (Mistik, 2000).
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Sekil 1.10. Amfoterisin B’nin yapisi

Ornegin amfoterisin B, mantarlarn hiicre zarma baglanmakta ve zarin
gecirgenligini  artirmaktadir. Mikonazol ve ketokonazol gibi mantar ilaglar1 ise
ergosterol sentezini inhibe ederek zarin yapisimi ve gegirgenligini bozmaktadir (Tanir

ve GoL., 1999).

1.2.3. Protein Sentezini Bozarak Etki Edenler

Aminoglikozitler (kanamisin, gentamisin, neomisin), tetrasiklinler, makrolitler
bu sekilde etki ederler (Oztiirk, 1997).

Bu grup antimikrobikler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe
ederek etkili olurlar. Bunlar ribozomda farkli etkilere neden olurlar (Mistik, 2000).

I- Aminoasitlerin aktivasyonunu yani tRNA’ya baglanmasini inhibe etmek.

II- mRNA’nin ribozamlara baglanmasini veya aminoacil tRNA bilesiginin
ribozom-mRNA bilesigine katilmasini inhibe etmek.

[II-Peptidil transferaz enziminin etkinligini azaltarak peptid baglar

olusumunu inhibe etmek.



IV- mRNA iizerindeki kodonlarin, tRNA’lar tarafindan yanlis okunmasina
neden olmak.

Aminoglikozitler bakterilerin 30 S ribozomal alt birimlerine geri doniisiimsiiz
olarak baglanirlar ve bu sekilde mRNA’nin 30 S ribozoma baglanmasini bozarak
translasyonu engellerler. Aminoglikozitler ayrica genetik kodun yanlis okunmasinada

sebep olurlar (Tiiziin, 1997).
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Sekil 1.11. Bir tetrasiklin olan minosiklin’in yapisi.

Tetrasiklinler 30 S ribozomal alt birimlerine geri doniisiimlii olarak
baglanirlar ve aminoasil tRNA’nin RNA-ribozom kompleksine baglanmasini
engelleyip polipeptid sentezini engellerler (Newman ve ark., 2000).

Makrolitler 50 S ribozomal alt birimlerine geri doniisiimlii olarak baglanirlar
ve buraya tRNA’nin baglanmasini ve polipeptid sentezini engellerler (Newman ve ark.,

2000).

1.2.4. Mikroorganizmanin Niikleik Asit Sentezini Inhibe Edenler

Kinolonlar, nitrofuranlar, vidarabin, asiklovir, nitroimidazol tiirevleri bu
sekilde etki ederler (Oztiirk, 1997).

Bu antimikrobikler DNA sentezini veya DNA sentezi altinda yapilan mRNA
sentezini bozarlar (Nau ve Eiffert., 2002).

Kinolonlar, bakteri DNA’sm1 sarmal halde tutan ve DNA’nin
trankripsiyonunda rol oynayan DNA giraz enzimini inhibe ederler. Sarmal yapinin

bozulmastyla DNA fonksiyonlar1 bozulur (Oztiirk, 1997).



Metronidazol hiicreye alindigt zaman yapisinda bulunan nitro grubu
sitoplazmadaki nitrorediiktaz enzimiyle indirgenir ve olusan sitotoksik bilesikler ve
serbest radikaller bakterinin DNA’sina baglanip, yapmnin bozulmasina yol agarlar

(Newman ve ark., 2000).

1.2.5. Antimetabolitler

Siilfonamidler, izoniazit, dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri, 5-florositozin bu
grupta yer almaktadir (Oztiirk, 1997).

Antimetabolitler yapica substratlara benzer ve enzimlerin iizerindeki aktif
bolgeler igin onlarla yarigirlar. Bakterilerin metabolizmasi icin gerekli bazi maddelerin
sentezini engellerler. Ornegin siilfonamitler dihidropteroat sentetazi inhibe edip
pteridinden dihidropteroik asit sentezini bozarlar ve dihidrofolik asidin ve dihidrofolat
rediiktazla bundan olusan tetrahidrofolik asidin sentezi azalir. Sonugta piirin bazlar1 ve
timidinin yapimimi saglayan enzimlerin kofaktdrii olan tetrahidrofolat tiirevleri

yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezi bozulur (Newman ve ark., 2000).

para-amino benzoik asit

l -<— Dihidropteroat sentetaz(SMX ile inhibe edilir)

Dihidropteroat
Dihidrofolat

¢ -~<—  Dihidrofolate rediktaz (TMP ile inhibe edilir)
Tetrahidrofolat

Nikleik asit sentezi

Sekil 1.12. Trimetoprim-siilfametoksazol’iin (TMP-SMX) etki mekanizmasi.

1.3. Etken Maddelerin Hastaliklara Etki Mekanizmalari
1.3.1. Enzim Inhibisyonu
Yapilan caligmalarla bitkilerden kanser, AIDS, hepatit, diyabet, kalp-damar ve

romatizmal hastaliklarin tedavisinde yararlanilabilecek etkili bilesikler izole edilmistir.



Ayrica bitkilerde bulunan bilesiklerin yatistirici, iltithap soktiiriicli, enzimleri inhibe
edici Ozellikleri ve antioksidant, Ostrojenik, antibakteriyel, antifungal, antiviriis
aktivitesi gosterdikleri yapilan ¢aligmalar ile bulunmustur.

Ornegin 6zellikle Cin ve 6teki Uzakdogu iilkelerinde tiiketilen yesil caym
kanseri 6nledigine inanilmaktadir. Yesil cay pek ¢ok polifenol bilesigi igerir. Katesinler
olarak adlandirilan bu bilesiklerin en 6nemlileri; epigallokatesin-3-gallat (EGCGQG),
epigallokatesin (EGC) ve epikatesin-3-gallat (ECG)’dir.
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EGCG (Epigallokatesin-3-gallat)

Sekil 1.13. EGCG (Epigallokatesin-3-gallat)’nin yapisi

Kanser yayilmak ve hiicrelere saldirmak igin proteolitik enzime gereksinim
duyar. Bu enzimlerden biri lirokinaz (uPA)’dir. uPA'nin inhibisyonu ile farelerde tiimor
boyutunun kii¢iildiigli veya tamamen ortadan kalktigi bulunmustur. Kanser tedavisinde,
bilinen uPA inhibitorlerini zayif aktiviteleri ve yiiksek toksik ozelliklerinden dolay:
kullanmak miimkiin degildir. EGCG, iirokinaz enziminin katalitik boélgesinde olan
His57, Ser195 ve Arg35°1 bloke ederek enzimin etkinligini ortadan kaldirir. EGCG, bir
tirokinaz inhibitorii olan Amilorit’den daha zayif bir inhibitérdiir ama yiiksek dozda
kullanilmasiin higbir toksik etkisi yoktur. Amilorid glinde maksimum 20 mg

kullanilabilirken, bir fincan ¢ay 150 mg EGCG igerir (Jankun ve ark., 1997).

1.3.2. Angiogenezin inhibisyonu
Yapilan diger bir ¢alismada bitkilerden elde edilen maddelerin angiogenezi

inhibe ettigi bulunmustur. Olusum asamasinda durdurulamayan kanser hiicrelerinin



biliylime ve diger dokulara yayilmasina metastaz denir. Biiyliyen tiimorler oksijen ve
besin almak i¢in kendi kan damarlarini olustururlar. Bilim adamlar1 angiogenez adi
verilen bu damarlanmay1 6nlemek i¢in yogun arastirmalar yapmaktadirlar.

Timor hiicreleri, fibroblast biiyiime faktorii, vaskiiler endotelyal hiicre
biiytime faktorii (VEGF) gibi biiyiime faktorleri tiretme yetenegi elde ettikleri zaman,
yeni kan damarlarinin olusumu uyarilir. Bu biiylime faktorleri, endotel hiicrelerini
cevredeki kapilerlerden tiimore dogru c¢eker ve cogalmayi uyararak yeni kapiller
olusumunu saglar. Son yillarda yapilan calismalar VEGF reseptor tirozin kinaz
inhibitorleri gelistirilmesi lizerinedir.

Yapilan calismada bir grup fareye icecek olarak yalniz su, digerlerine yesil cay
katilmis su verilmistir. Bunlarin vaskiiler endotelyel biiyiime faktorii asilanmis goéz
kornea tabakalarindaki degisim incelenmistir. Farelere verilen sudaki ¢ay oran1 % 25’tir
ve buda insanlarin igtigi giinde 3 bardak caya karsilik gelir. Sonunda sadece su verilen
farelerin goéz kornea tabakalar1 hizla damarlanirken, c¢ay verilen farelerde

damarlanmanin 6nlendigi goriilmiistiir (Cao ve Cao, 1999).

1.3.3. Gen Ekspresyonu

Kanserde gen tedavisinin amaci ¢alismayarak kanserlesmeye engel olamayan
genleri tekrar ¢aligir hale getirmektir. Kanser hastaliginin baglangici genlerin mutasyon
neticesinde bozulmasi esasina dayanmaktadir. Son arastirmalar 1s18inda p53 (tiimor
baskilayic1 gen) geninin, kanserin olusmasinda durdurucu role sahip oldugu
bilinmektedir.

Selaginella tamariscina bitkisi Asya’da halk arasinda ¢ok yaygin kullanilan
tibbi bir bitkidir. Yapilan ¢alismada Selaginella tamariscina ekstrelerinin p53 genine
etkileri inclenmistir. Insan leukima U937 hiicreleri degisik konsantrasyonlarda
Selaginella tamariscina ekstreleri ile denenmis ve bu bitkinin p53 geninin

ekspresyonunu tesvik ettigi bulunmustur (Lee ve ark.; 1999).

1.3.4. Fitoostrojenik Etki
Bitkiler {izerinde yapilan c¢alismalarda Ostrojen etkisi gosterdikleri de

bulunmustur. Ostrojen viicudun normal islevleri i¢in gerekli olmakla birlikte fazla



oldugu zaman hormonlarla ilgili kanserlere yol agmaktadir. Bitkilerde bulunan ve hafif
Ostrojen etkisi gosteren maddeler ise Ostrojen metabolizmasini diizenlemektedirler. Bu
maddeler fitodstrojenler olarak adlandirilir.

Fitodstrojenler bitkisel kaynakli, difenolik molekiiller olup yap1 ve fonksiyon

olarak dstrodiol’e benzerlik gdstermektedirler. Ostrodiol, dstrojenin metabolitidir.

OH OH

Ostrojen Ostrodiol

Sekil 1.14. Ostrojen ve Ostrodiol’iin yapilari.

Soya fasulyesi isoflavon grubunun temel besin kaynagini olusturmaktadir.
Isoflavonlarin aktif maddeleri genistein ve daidzein olup bu molekiillerin hafif
ostrojenik ozellikleri oldugu gosterilmistir. Ostrojenik aktivitelerinin varligi dstrojen
reseptorlerine baglanmalart ile iliskilidir. Bu baglanmay1 saglayan molekiiliin yapisinda
bulunan aromatik halka iizerindeki hidroksil grubudur. Ostradiol ile kiyaslandiginda bu
baglanma genistein ve daidzein igin sirasiyla 100 ve 1000 kat daha diisiik olmakla
birlikte diyette tliketildigi miktar biyolojik olarak etki gosterebilmektedir (Miksicek,
1993).
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Sekil 1.15. Genistein ve daidzein’in yapilari

Isoflavonlar Asya toplumunda, 6ncelikli olarak soya seklinde yogun olarak
tilketilmektedir. Bitkisel kaynakli proteinler ile hayvansal kaynakli proteinlerin
karsilagtirildig1 ¢alismalarda soya proteininin siklikla se¢ilmesinin temel sebebi kalite
olarak hayvansal proteine en yakin bitkisel protein olmasidir. Amerikan toplumunun
giinliik genistein tiiketimi 1-3 mg iken, bu miktar Asya toplumlarinda 20-80 mg’a
ulagmaktadir (Barnes ve ark., 1995).

Fitodstrojenlerin lipid profili iizerine olumlu etkileri de bildirilmistir. Yiiksek
oranda fitoostrojen iceren diyetle beslenenlerde koroner arter hastaligi riskinin az
olmasi fitodstrojenlerin lipid profiline olan olumlu etkileri ile agiklanabilmektedir. Kalp
hastalig1 riskini artiran etmenler arasinda kolesteroliin rolii uzun zamandir bilinirken
1970’11 yillarda kolesteroliin kanda tasinmasini saglayan maddelerin rolii ortaya
ctkmustir. Insan viicudunda 150-200 gr kolesterol bulunur. Bunun bir kisnmi besinlerle

disardan alinir, biiyiik bir kismi yag asitleriyle esterlesmis haldedir.
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Sekil 1.16. Kolesterol’iin yapisi



Kolesterol kanda kii¢lik yag damlaciklarindan ve proteinden olusan lipoprotein
adli maddeler i¢inde dolasir. Lipoproteinler ¢esitli olmakla beraber 6zellikle ikisi kalp
hastaliklar1 acisindan 6nemlidir. Bunlardan yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)
cok az kolesterol icerirler ve kolesterolii kandan karacigere tasirlar. Viicuttaki fazla
kolesterolii temizleme isini iistlenmis olduklarindan, kandaki miktarinin yiiksek olmasi
kalp hastalig1 riskini azaltir. O nedenle halk arasinda iyi kolesterol olarak bilinirler.
Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) adli baska bir lipoprotein ise, hemen hemen
yarisin1 olusturan kolesterolii karacigerden viicudun diger hiicrelerine tasir ve
damarlarin ¢eperlerine biriktirir. Bu nedenle kalp hastaligi riskini artiran bu
lipoproteine kotii kolesterol denir.

Insanlarda soya tiiketiminin lipid profiline olan etkilerinin incelendigi 38
calismanin analizinde total kolesterol diizeyinde ortalama % 9,3, diisiik yogunluklu
lipoprotein diizeyinde % 12,9 ve trigliserid diizeyinde % 10,5 azalma rapor edilmistir.
Yiiksek yogunluklu lipoprotein diizeyinde ise % 2,4’liik artis olmustur. Bu ¢aligmalarda
tilketilen ortalama soya proteini miktar1 ise 47 gr/giin olarak bildirilmistir. Lipid
profilindeki bu olumlu degisikliklerin soyanin isoflavon igeriginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Anthony ve ark., 1997).

Fitodstrojenlerin kolesterol diisiiriicli mekanizmalar1 {lizerinde farkli teoriler
ileri stiriilmiistiir. Fitodstrojenler safra asidi atilimini artirmaktadir. Bu etki kolesteroliin
vicuttan atilimini saglamakta, dolayisiyla karacigerden safra asidi sentezi ve LDL-

kolesterol reseptdr aktivitesi artmaktadir (Potter, 1995).



2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Anthemis tinctoria’min Sistematigi

Anthemis tinctoria, Compositae (Asteraceae) familyasinin Anthemis cinsine
mensup bir bitkidir.

20-60 cm (nadiren 80 cm) boyunda 2 veya ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Govdesi
basit veya st kisimlar1 az ve uzun dallidir. Yapraklarin iist kismu tiiysiiz veya ¢ok
seyrek tiiyli, alt kismi ise sik ve kisa tiiylerle ortiiliidiir. Kapitulum radiat 2,5-4 cm
genisliginde, involukrum 1-2 cm genisligindedir. Kapitulumda verimli tulubat
ciceklerle verimsiz ligulat cicekler altinsarisi rengindedir. Bitki mayis-eyliil’de
ciceklenir. Kirecli ve killi-kumlu topraklari tercih eder. Daginik olarak calilik yerler,
kurak ¢ayirlik yamaglar, dag stepleri ve yol kenarlarinda yetisir (Uysal, 1991).

Sekil 2.1. Anthemis tinctoria’min genel bir goriiniisii.



Tiirkiye’de Tekirdag’dan Hakkari’ye kadar yayilis gosterir. Canakkale’de ise
Gokgeada; Zeytinli, Eskibademli, Ecebat; Kilitbahir, Abideler, Kabatepe, Ariburun,
Gelibolu; Bolayir, Can, Ezine;Yenikdy, Bozcaada; Igdelik, Ayvacik; Siileymankdy,
Dibekli, Yenice; Davutkdy, Merkez; Kumkale, Cinarli, Ciftlikdere’de yayilis gosterir.

Cicekleri mordanlanarak sar1 rengin tonlar1 elde edilir (Uysal, 1991).

Sekil 2.2. Anthemis tinctoria’nin dogal ortamda goriiniisii.

Anadolu’da 50 kadar Anthemis tiiri bulunmaktadir. Bunlardan asagidaki
tirlerin ¢icek durumlari, papatya ¢igegi altinda, tedavide veya boyarmadde olarak
kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Anthemis arvensis (Yabani papatya, Okiizgdzii, S181rgdzii, Sigir papatyasi) 30-
40 cm yiikseklikte seyrek tiiylii, bir yillik otsu bir bitkidir. Yol kenarlar1 ve bos
tarlalarda yetisir. Trakya ve Kuzey Anadolu’da bulunur. Olduk¢a nadir bir tiirdiir.

Anthemis auriculata (Izmir papatyasi) 20-50 cm yiikseklikte, yatik tiiylii, bir
yillik otsu bir bitkidir. Kiregli sirtlar, bos tarlalar ve gam ormani altlarinda yetisir. Bati

Anadolu’da oldukg¢a yaygin bir tiirdiir.



Anthemis chia (Beyaz papatya) 10-30 cm boyunda, seyrek tiiylii, bir yillik otsu
bir bitkidir. Trakya, Ege ve Akdeniz bolgelerinde yaygin bir tiirdiir. Bu tiiriin ¢igekleri
aktarlarda adi papatya yerine satilmaktadir. Cicekleri adi papatyadan daha biiyiik ve
daha gosterisli ve kolayca dagilmamasi nedeniyle halk tarafindan tercih edilmekte ve
adi papatya yerine kullanilmaktadir. Kurutulmus ciceklerinde % 0,35 ucucu yag
bulundugu saptanmistir. Kumaslari sar1 renge boyamak icinde kullanilmaktadir. Diger
isimleri Margariti ve Esek papatyasidir.

Anthemis cotula (Kopek papatyasi) 20-50 cm yiikseklikte, kotii kokulu, otsu ve
bir yillik bir bitkidir. Dogu Anadolu hari¢ Tiirkiye’de yaygin bir tiirdiir. Az miktarda
ucucu yag, organik asitler, glikozitler, alkaloit tasimaktadir. Cigekleri infiizyon halinde
(%2) uyaric1 ve gaz soktiiriicii olarak kullanilmaktadir.

Anthemis tinctoria ¢igeklerinde tasidigi xanthorhamnetin ve quercetin
boyarmaddeleri nedeniyle aliiminyum sap1 ile sari, diger mordanlarla tar¢in rengi,
zeytin yesili, parlak turuncu ve metalik sar1 renklerini vermektedir (Olmez, 2002).

Canakkale’de Ayvacik ilgesi Siileymankdy’de Anthemis tinctoria’nin
boyamada kullanildig1 goriiliir. Yeterince bulunamadigindan Anthemis cotula, Anthemis
pseudocotula, Anthemis cretica, Anthemis austriaca c¢icekleride toplanarak
kullanilmaktadir. Beyaz papatyanin c¢igeklerinde sap mordani ile sari renk veren

apigenin boyar maddesi vardir (Uysal, 1991).

2.1.2. Anthemis tinctoria ve bazi1 Anthemis tiirlerinin kimyasal bilesimi

Anthemis tinctoria’nin g¢igeklerinde bulunan esansiyel yaglarin kimyasal
bilesimi kapiler GC/MS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi) ile analiz edilmistir.
Yogun olarak bulunan bilesikler 1,8-sineol (% 7,9), beta-pinen (% 7,3), dekanoik asit
(% 5.,4) ve alfa-pinen (% 4.,4) olarak bulunmustur (Holla ve ark., 2000).
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Sekil 2.3. 1:8 sineol, alfa-pinen, beta-pinen ve dekanoik asidin yapilari.

1991 yilinda yapilan ¢alismada Anthemis tinctoria’dan quercetagetin 3,6,3 -
trimetil eter ve quercetagetin 3,6,3 ,4 -tetrametil eter ayrica diger bir Anthemis tiirii olan
Anthemis nobilis’ten 6-hidroksiflavon yapilar1 aydinlatilmistir (Wollenweber ve Mayer,
1991).

guercetagetin 3,6,3- trimetil eter quercetagetin 3,6,3,4- tetrametil eter



Sekil 2.4. Bitkide bulunan quercetagetin 3,6,3 -trimetil eter ve quercetagetin

3,6,3’,4’-tetrametil eter’in yapilari.

Diger bir calismada ise 4 adet Anthemis tiirii incelenmistir. Incelenen bitkilerin
yaprak ve cigek kisimlarinda baslica olarak santin, quercetagetin 3,6,3 -trimetil eter,
scutellarein 6,4 -dimetil eter ve 6-hidroksiluteolin 6,3 -dimetil eter’in varlig
belirlenmistir. Bitkilerde polar flavonoidler izole edilmis ve tanimlanmuistir. Anthemis
tiirleri yapraklarda genel olarak flavonol glikozitlere sahiptirler, diger tiirlerde ise farkli
olarak flavon O-glikozitler bulunur. Anthemis tinctoria’dan ilk kez patuletin 3-glukozit
ve patuletin 3- rutinosid tanimlanmistir (Williams ve ark., 2001).

5 Anthemis tiiriniin flavonoidlerinin incelenmesinde; Anthemis tinctoria’da
quercetagetin 3,6,3 -trimetil eter ve quercetagetin 3,6,3 4 -tetrametil eter, Anthemis
chia’da santin ve quercetagetin 3,6,3 -trimetil eter, Anthemis cretica’da scutellarein 6-
metil eter, 6-hidroksiluteolin 6-metileter, 6-hidroksiluteolin 6,3’—dimetil eter ve 6-
hidroksiluteolin 6,7,4 -trimetileter, Anthemis dumetorum’da santin, quercetagetin 3,6,3 -
trimetil eter, apigenin, apigenin 7-metileter, chrysoeriol, scutellarein 6-metil eter ve 6-
hidroksiluteolin 6,3 -dimetil eter, Anthemis monantha’da quercetagetin 3,6,3 -trimetil
eter, quercetagetin 3,6,3’,4’—tetrametil eter, scutellarein 6,4’—dimetil eter ve 6-
hidroksiluteolin 6,7,4 -trimetileter’in varlig1 belirlenmistir (Williams ve ark., 2001).

Flavon glikositlerin ve vacuolar flavonoidlerin incelenmesinde; Anthemis
chia’da apigenin 7-glukozid, apigenin 7-glucuronid, luteolin 7-glukozid, apigenin 7-di
glucuronid, quercetagetin 7-glukozid, patuletin 7-glukozid, Anthemis cretica’da
apigenin 7-glukozit, apigenin 7-glucuronid ve luteolin 7-glukozit, Anthemis
dumetorum’da apigenin 7-glucuronid, Anthemis monantha’da rutin, quercetagetin 7-
glukozid, patuletin 7-glukozid belirlenmistir (Williams ve ark., 2001).

Anthemis melampodina bitkisinin taze yapraklarindan hidrodestilasyon ile
ucucu fraksiyonlar elde edilmis ve GC/MS teknigi ile analiz edilmistir. Anthemis
melampodina’nin ugucu yag fraksiyonundan 38 bilesik tanimlanmistir. Santolinatriene
% 27 ile en yogun bilesiktir. Yag; % 49.94 monoterpen hidrokarbon, %7.41
sesquiterpen hidrokarbon ve %11.43 oksitlenmis sesquiterpen igerigi ile tanimlanmigtir

(Grace, 2002).



Anthemis carpatica bitkisinden sesquiterpen laktonlar tanimlandi. Yeni bir
germakranolid; (E)-1 alfa-10 beta-epoksi -3 beta-asetoksi -6 alfa -hidroksigermakra-4-
11(13)-dien-12,8 alfa-olid, ve bu tiirde ilk kez 2 beta-hidroksiepiligustrin ve cumambrin
B bulundu (Vajs ve ark., 2000).

Anthemis aetnensis  bitkisinde guaianolidler ve terpenler incelenmistir.
Guaianolides  hydruntinolide A ve guaianolides hydruntinolide B ve ayrica
2 yeni germakradienolid; 1-beta-hidroksiarbuskulin ve ether-7-asetoksipektanon
tanimlanmistir (Bruno ve ark., 1997).

2002 yilinda yapilan bir ¢alismada Anthemideae familyasi iyelerinden
Artemisia tridentata, Artemisia cana incelenmis ve 26 monoterpen tanimlanmustir.
Bunlarin yapilart spektroskopik yontemler kullanilarak belirlenmistir. Bunlardan 20
tanesi Anthemideae familyasinda daha onceden tanimlanan bilesikler olup, 4 tanesi
daha onceden bilinen fakat bu familyada tanimlanmamis bilesiklerdir; 2,2-dimetil-6-
isopropenil-2-H-piran, 2,3-dimetil-6-isopropil-4-H-piran ~ ve  2-isopropenil-5-
metilhekzatrans-3,5-dien-1-o0l ve 2,2-dimetil-6-isopropenil-2H-piran her iki bitkidende
izole edilmistir. Diger iki monoterpen ise Artemisia tridentata Dbitkisinden
chrysanthemal ve Artemisia cana bitkisinden izole edilen lavandulol’dur. Bu bilesik

Anthemideae familyasinda ilk kez tanimlanmistir (Gunawerdana ve ark., 2002).

2.1.3. Anthemis Tiirlerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Yapilan literatiir taramasi sonucunda Anthemis tinctoria bitkisinin
antibakteriyel aktivitesi ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamustir. Fakat bu bitki ile ilgili 3
adet yap1 aydinlatma g¢alismasi bulunmustur. Ayrica familyanin diger tiirleri ile ilgili
pek c¢ok calisma mevcuttur (Holla ve ark., 2000; Wollenwaber ve Mayer,1991;
Williams ve ark., 2000).

2000 yilinda yapilan bir ¢alismada, Anthemis cotula bitkisinin ¢i¢eklerinden
elde edilen toplam metanol ekstresi konsantrasyonu 200 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmis ve gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi agar-well difiisyon
metodu ile test edilmistir. Ayrica metanol ekstresinden quercetagetin, quercetagetin 7-
glikozit, quercetin, quercetin 7- glikozit, patuletin, patuletin 7-glikozit, kaemferol,

kaemferol 7-glikozit, kaemferol 3-rutinosit tanimlanmigtir. Aktivite testi sonuglari



kloramfenikol ile karsilastirilmistir ve en fazla etkiyi E.coli’ye kars1 gosterdigi ¢izelge

2.1°de goriilmektedir ( Quarenghi ve ark., 2000).

Cizelge 2.1. Anthemis cotula’nin metanol ekstresinin antibakteriyel aktivitesi

Inhibisyon Zonlar1 (mm)
Mikroorganizmalar Anthemis cotula | Kloramfenikol
(200pg/ml) (100pg/ml)

S.aureus (ATCC6538) 7,5 9,1
S.epidermidis (43 IMV) 8,0 7,5
M.luteus (23 IMV) 6,0 8,2
S.pneumoniae - 9,3
E.coli (ATCC 25922) 9,0 9,2
P.aeruginosa (ATCC 27853) 6,0 10,2
P.vulgaris (21 IMV) 7,0 11,4
Salmonella - 12,3

2.2. Calismada Kullanilan Bakteriler

2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adi altinda 6zellikle koagiilaz olumlu, mannitolii aerop
ve anaerop sartlarda asit olusturarak pargalayan, alfatoksin yapan, novobiocin’e duyarli,
insan ve sicak kanli hayvanlarda genis ¢apta piyojen toksik ve besin zehirlenmesi
niteligindeki enfeksiyonlara etken olan stafilokoklar toplanir. Dogada olduk¢a yaygin
olarak toz, toprak, esya, insan ve hayvan deri mukozasi ve agiz floralarinda bulunan
Staphylococcus aureus bakterilerinin giiniimiiz i¢in en 6nemli 6zelligi kullanilmakta
olan kemoterapdtik maddelerin bir coguna hizla dayaniklilik kazanmalar1 ve bu nedenle
eskiye oranla enfeksiyonlara daha sik rastlanmasidir (Akgelik ve ark., 2000).

Stafilokoklar yaklasik olarak 1pm c¢apinda ve yuvarlaga yakin bir
sekildedirler. Ureme esnasinda bdliinme sonucu meydana gelen hiicreler birbirinden
ayrilmazlar ve tliziim salkimina benzer kiimeler yaparlar.

Stafilokoklar c¢esitli bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram

(+)’dirler. Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizdiirler. Baz1 kokenlerinde belirgin bir kapsiil



yada mukus katmani olur. Hiicre ¢eperleri 6zel yapida olup peptidoglikan, teikoik asit
ve tiire 6zgii persipitinojen protein birimlerini igerir (Bilgehan, 2002).

Stafilokoklar basit besiyerleri dahil bir¢cok besiyerlerinde lirerlerse de kanli
besiyerinde daha 1yi ¢ogalirlar. Fakiiltatif anaeropturlar. Oksijenli ortamda liremeyi
tercih ederlerse de az miktarda oksijenle hatta tamamen oksijensiz ortamda bile
tireyebilirler. Optimal olarak 37 °C’de ve pH 7,4 te tirerler. Jeloz besiyerinde bolca {irer
ve 1.2 mm ¢apinda koloniler yaparlar. Uygun ortam bulurlarsa koloniler 6-8 mm ¢apina
ulagabilir. Buyyonda baslangicta bir bulaniklik meydana getirerek iirerler. Sonra
besiyeri durulur ve dipte ince bir ¢okelti olusur (Bilgehan, 2002).

Stafilokoklar olduk¢a dayanikli bakterilerdir. Diger bakterilerin ¢ogu 60 °C’de
30 dakika bekletilmekle oldiikleri halde stafilokoklar bir saat sonra bile canliliklarini

muhafaza edebilirler.

2.2.2. Enterococcus faecalis

1984 yili oncesinde, Streptococcus cinsi i¢inde yer alan bu cins daha sonra
yapilan g¢aligmalarla Enterococcus cinsi adi altinda toplanmuistir. Enterokoklar gram
pozitif, birkac istisna disinda hareketsiz, aerobik veya fakiiltatif anaerob, oval kok
formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir gorlinlimiindedirler. Gram negatif
bakterilere kiyasla, beslenme gereksinimleri daha secicidir (Akgelik ve ark., 2000).

Endokardit, idrar yollar1 enfeksiyonlari, intra abdominal abseler, yara ve
dekiibitus enfeksiyonlari, nadiren menenjit, hastane kaynakli pnémoni, septisemi
yapabilirler. Siit iiriinlerinde ve diger gidalarda da yiliksek oranlarda bulunabilen bu
bakterilerin, bakteriyosin  Uretimi, probiyotik karakteri, siit endiistrisinde
kullanilabilirlikleri gibi énemli biyoteknolojik ozellikleri oldugu halde, onlarin gida
kaynakli patojenler olarak goriiliip goriilmeyecegi tizerine fikir birligi yoktur. Ancak
son yaymlar E. faecalis’in ve diger laktik asit bakterilerinden bazi tiirlerin klinik
enfeksiyonlara katildiklar1 belirtilmektedir (Bilgehan, 2002).

Kanli jelozda enterokok kolonileri; biiylikge, gri, parlak, bugulu
goriiniimdedirler. S1v1 besiyerinde yapilan kiiltlirlerde dipteki ¢okiintii tizerinde ince gri

bir tabaka olusturarak ve genellikle besiyerinde bulaniklik yapmaksizin tirerler.



2.2.3. Escherichia coli

Enterobacter familyas: igerisinde yer alan bu tiir, hafif hareketli, genelde
hareketsiz, gram (-), ¢comakgiklar bigimindeki bakterilerdir. Endospor olusturmazlar,
degisebilen anaeropturlar. Bu familya, insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin
normal florasinda bulunan yada disaridan viicuda girerek hastalik yapan bakterileri igeir
(Giirgiin ve Halkman., 1990).

Escherichia coli yaklasik olarak 2-6 pm boyunda ve 1.0-1.5 pm eninde, diiz
uclar1 yuvarlak bakterilerdir. Genelde etraflarinda bulunan kirpikleri ile yavasta olsa
hareketlidirler.

E.coli buyyon ve agar besiyerinde kolayca iirer. Degisebilen anaerob olup,
optimal {ireme sicakligi 37 °C’dir. 15-45 °C’lerde de iireyebilirler. Ozellikle 44 °C’de
tireyebilmeleri benzer bazi bakterilerden ayirtedici bir 6zelliktir. Otalama pH 7.2°de
iirerler. Bunyonda homojen bulaniklik yaparlar (Giirgiin ve Halkman., 1990).

E.coli oldukga direngli bir bakteridir. 60 °C’de 30 dakika, oda 1sisinda uygun
ortamda olmak kosulu ile uzun siire canli kalabilirler. Soguga direnglidir.
Dezenfektanlara karsi direngsizdir.

Insanlarda E.coli’nin yaptig1 hastaliklar intestinal(bagirsak hastaliklar) ve

ekstraintestinal (bagirsak dis1 hastaliklar) olarak iki grupta incelenir.

2.2.4. Pseudomonas auroginosa

Pseudomonadaceae familyasi igerisinde yer alan bu tiir gram (-) aerobik
comakgiklar bi¢imindeki bakterilerdir.

Diiz veya hafif kivrik ¢ubuklardir fakat heliks seklinde degillerdir. 0.5-1.0 um
eninde, 1.5-5.0 um wuzunlugundadirlar. Polar flagellalar sayesinde hareketlidirler
(Akgelik ve ark., 2000).

Bu bakteriler toprakta ve suda cok bol bulunurlar. Birkag¢ tiirli insan ve

hayvanlar i¢in patojendir. Bazilar1 et ve diger tirlinlerin bozulmasina sebep olur.



3. MATERYAL

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada Compositae (Astereceae) familyasi iiyelerinden olan Anthemis
tinctoria bitkisi kullanilmigtir. Anthemis tinctoria bitkisi 2002 yili Haziran ayinda
Canakkale ve ¢evresinden (Eceabat) ¢igeklenmis durumda 6zellikle yol kenarlarindan
toplanmistir. Calismada bitkinin ¢igek kisimlart kullanilmistir.

Bitki kurutulup, degirmende toz haline getirildikten sonra kimyasal ¢oziiciiler
ile ekstre edilmistir. Bitkinin tanimlamasi Yrd. Dog. Dr. ismet UYSAL tarafindan
yapilmugtir ve bir 6rnegi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji Boliimii

Herbaryumunda bulunmaktadir (Herbaryum No: 00373).

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan bakteriler istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesinden
temin edilmistir.

1- S. aureus (ATCC 25923)

2- E. coli (ATCC 25922)

3- P. aeruginosa (ATCC 27853)

4- E. faecalis (ATCC 29212)

3.1.3. Besiyerleri

1- Miieller-Hinton Agar, kat1 besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanildi. Merck
firmasindan temin edildi.

2- Miieller-Hinton Broth, sivi besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanildi.

Merck firmasindan temin edildi.

3.1.4. Kimyasal Maddeler
Metanol, diklormetan, etilasetat, n-hekzan ve n-biitanol; ekstraksiyon ve

fraksiyonlandirma islemlerinde kullanildi. Merck firmasindan temin edildi.



Etanol, ascton, dietileter kalitatif analiz isleminde kullanildi. Riedel-de Haen
firmasindan temin edildi.

Amonyak, NaOH, KOH, HCI, H,SO,, kloroform, metalik magnezyum, bakir
siilfat, sodyum potasyum tartarat, sodyum stlfat, demir (II) kloriir, civa (I) kloriir,

potasyum iyodiir kalitatif analiz isleminde kullanildi. Merck firmasindan temin edildi.

3.1.5. Gerecler

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

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

Tartimlar i¢in Sartorius GP 603S markali elektronik terazi kullanildi.
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii,
Canakkale

Isitma islemleri icin Electrothermal EMO100 markali mantolu 1sitict
kullanildi. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Canakkale

Bitkinin 6giitiilmesi islemi i¢in Thomas Willey 4 markali1 degirmen kullanildu.
Il Tarim Miidiirliigii Laboratuari, Canakkale

Deney diizenekleri ve cam malzemeler, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,

Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Canakkale

3.2. Metot

3.2.1. Ekstrelerin Elde Edilmesi

20 g bitki soxhlet cihazina yerlestirildikten sonra ¢oziicii ile tiiketildi. Ilk
olarak metanol ile ekstraksiyon yapildi ve bu islemden ortalama 3,3 g ekstre elde edildi.
Metanol ekstresi daha sonra sirastyla hekzan, diklormetan, etilasetat ve biitanol ile
fraksiyonlandirildi ve sirasiyla ortalama 36 mg, 42 mg, 207 mg ve 305 mg ekstre elde
edildi. Yapilan aktivite testinde hekzan ve diklormetan fraksiyonlarinin en fazla etkiyi

gosterdigi belirlenmis ve bitki 6nce hekzan ardindan diklormetan ile ardi ardina ekstre



edildi. Ekstraksiyon sonucu ortalama 0,36 g hekzan, 0,18 g diklormetan ekstresi elde
edilmistir. Ayrica maserasyon yoOntemi ile de ortalama 2,3 g ekstre elde edildi.
Ekstraksiyon islemi 3 kez tekrar edilmis olup degerler bu tartimlarin ortalamasidir.

Elde edilen ekstreler, konsantrasyonlar:t 1mg/25ul ve Smg/25ul olacak sekilde
hazirlanip steril disklere emdirildi ve S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis

suslarina kars1 aktiflik testleri yapildi.

3.2.2. Besiyeri ve Bakterilerin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bu calismada bakterilerinin gelismesi i¢in genel amagli besiyerleri olan
Miieller-Hinton Agar ve Miieller-Hinton Broth kullanildi. Besiyerleri hazirlandiktan
sonra 121 °C’de 1,5 atm’de sterilize edildi. Miieller-Hinton Agar’dan firetici firma
tavsiyesi dogrultusunda 10,5 g alinip 500 ml saf su i¢inde su banyosunda isitmak
suretiyle ¢oziilerek, Miieller-Hinton Broth 17 g alimip 500 ml saf su i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi. Agar besiyeri 90 mm’lik petri kaplarina, her birine 25 ml gelecek sekilde
dokiiliip oda sicakhiginda katilastiktan sonra +4 °C’de kullanilacagi zamana kadar

saklandi.

3.2.2.2. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Bakteri suslar1 Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesinden tiipler igerisinde
kat1 besiyerlerine pasajlanmig olarak temin edildi.

Calisma sirasinda sicakligi oda sicaklifina getirilmis bakteri kiiltiirlerinden
petrilenmis agara pasajlanip, 37 °C’de gecelik inkiibasyona birakildi. Boylece taze
bakteri kiiltiirleri hazirlanmis oldu.

Her petri kabmma ayni sayida bakteri ekimi yapilabilmesi i¢cin McF (Mc
Farland) standardi kullanildi.

3.2.2.3. Bakterilerin Mc Farland Bulamikhk Standardina Ayarlanmasi
Baryum Kkloriir ile stlfiirik asit karistirilinca meydana gelen baryum siilfat
ortamda opak renkli bir bulaniklik olusturmaktadir. Cok kompleks yapida olmayan bir

besiyerinde lretilen bakterilerde belli sayiya ulastiklarinda ayni renkte bir bulaniklik



meydana getirmektedirler. BaCl, ile H;SO4 oranlarinin  degistirilmesiyle farkl
bulaniklikta ¢ozeltiler olusmakta olup, bunlara karsilik gelen bakteri sayisi da
bulanikligin artmasi ile dogru orantili olarak artmaktadir.

0,5 Mc Farland standardi1 %1°’lik BaCl,’den 0,5 ml ve % 1°lik H,SO4’den 9,5
ml alinarak hazirlandi. Bu standart yaklasik 10° mikroorganizma/ml konsantrasyona
esittir.

Antibakteriyel c¢alismada kullanilacak olan bakteri silispansiyonlarini
hazirlamak i¢in ilk olarak bakteriler 3-4 koloni kati besiyerinden sivi besiyerine
pasajlandi. 37 °C’de 3-4 saat inkiibasyondan sonra besiyerinin bulanikligi Mc Farland
tipli ile karsilastirildi. Bakterilerin bulanikligi standart tiipten daha agik ise
inkiibasyona bir siire daha devam edildi. Bakterilerin bulanikliginin fazla oldugu
durumlarda ise ortama % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek bulaniklik ayarlandi.

Bu islem her bir bakteri i¢in tekrar edildi. Hazirlanan bakteri

stispansiyonlarindan 20 pl alinarak petri kaplarina ekim yapildi.

3.2.3. Antibakteriyel Aktivitelerin  Arastirlmasinda  Kullanilan
Yontemler

3.2.3.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi antibakteriyel aktivitenin arastirilmasinda yararlanilan
en yaygin yontemlerden biridir.

Bu yontem, standardize edilmis besiyerlerinin yiizeylerine belli yogunluktaki
sispansiyonlarin ekilmeleri, sonra besiyerlerinin belirli noktalara ¢esitli yontemlerle
birakilan etken madde (ekstre) emdirilmis, disk etrafinda tiremenin 6nlendigi zonlarin

caplarinin dlgtilmesidir.

3.2.3.1.1. Disk Difiizyon Yonteminde Kullanilan Disklerin Hazirlanmasi
Bu calismada 6 mm ¢apinda bos steril diskler kullanildi. Konsantrasyonlari
Img/25ul ve Smg/25ul olacak sekilde hazirlanan ekstreler mikropipet yardimiyla steril

disklere emdirildi.



3.23.1.2. Disk Difiizyon Yontemiyle Antibakteriyel Aktivitenin
Arastirillmasi

0,5 Mc Farland standardina gore ayarlanan bakteri siispansiyonlar1 agar
besiyeri bulunan petrilere ekildi.

Ekim steril pamuklu silgi¢ler ile yapildi. Pamuklu silgi¢, bakteri kiiltiiriine
batirildiktan sonra, sivinin fazlasi silgicin tiip ylizeyine bastirilmasi ile akitildi ve plak
ylizeyine sliriilerek tiim ylizeye ekim yapildi. Bakteri ekimi yapildiktan sonra
hazirlanan diskler besiyerinin ylizeyine yerlestirildi. Oda sicakliginda yarim saat
bekledikten sonra 37 °C’deki inkiibatore yerlestirildi. Gecelik inkiibasyondan sonra
olusan zonlarin ¢aplart mm olarak 6l¢iildii.

Bu c¢alisma her bir ekstre icin 3 kere tekrarlanip, belirtilen degerler bu

Ol¢limlerin ortalamalaridir.

3.2.3.2. MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) ve MBC (Minimum
Bakterisidal Konsantrasyonu) Degerlerinin Belirlenmesi

MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) ve MBC (Minimum Bakterisidal
Konsantrasyonu) degerlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan islemde 0,5 Mc Farland
standardina ayarlanan bakteri siispansiyonlar1 kullanildi. Besiyeri olarak Miieller-
Hinton Broth ve 20-200 ul s1vi ¢ekme kapasiteli mikropipet kullanildi.

Bu islem igin 8 adet steril deney tiipii hazirland1. ilk tiipe konsantrasyonu
20mg/100ul olacak sekilde hazirlanan ekstre konuldu. Uzerine 900 pl besiyeri
eklenerek hacim toplam 1000 pl’ye tamamlandi. Diger tiiplere ise 500 pl besiyeri
konuldu. 1. tiipten 500 pl cekilip, 2. tiipe konuldu. 2. tiipten 500 ul ¢ekilip, 3. tiipe
konulmak {izere bu islem biitiin tiipler i¢in uygulandi. Son tiipe ise besiyeri konulmadi,
7. tiipten disar1 atildi. Daha sonra biitiin tiiplere 500 pl bakteri siispansiyonu eklendi. Bu
islem agar diflizyon testine gore etkin oldugu gozlenen ekstrelere uygulandi.

Uremenin olup olmadig: tiiplerdeki bulamikliga bakarak anlasilir. Bastaki
tiiplerde antimikrobikler yogun oldugundan iireme goriilmez. Uremenin Onlenmis
oldugu son tiip, o mikrobigin o mikroorganizma iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC)’dur. MIC saptanan tiipteki antimikrobigin mg/ml’si bulunarak
yazilir (Bilgehan, 2002).



Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBC) saptanmasi i¢in ise iireme
gostermeyen tliplerden 10ul almip kati besiyerlerine pamuklu silgiglerle yayildi.
Gecelik inkiibasyondan sonra petriler incelendi. Kati besiyerine ekimlerde iireme
gostermeyen konsantrasyonlar belirlendi. Bu sekilde sonu¢ veren son tiipteki
konsantrasyon, antimikrobigin bakterisidal konsantrasyonudur. MIC ve MBC

degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan islemler sekil 3.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1. MIC ve MBC saptanmasi. MIC=8pug/ml, MBC=16pg/ml

3.2.4. Bitkinin Kalitatif Analizi
Bitkide bulunan temel kimyasal bilesiklerin belirlenmesi amaciyla kalitatif
analiz yapilmistir. Bunun i¢in bitki 6nce dietileter, daha sonra metanol ve en son su ile

ekstre edilmistir ve asagida acgiklanan yol izlenmistir.

3.2.4.1. Eter Ekstresinin Incelenmesi
20 g bitki soxhlet cihazinda dietileter ile ekstre edildi. Eter ekstresi
stiziildiikten sonra 50 mL'ye konsantre edildi. Elde edilen ekstre 20 mL ve 30 mL

olmak iizere 2 kisma ayrilir. 20 mL’lik kisimdan ugucu yaglar, sterol ve triterpenler,



karotenoidler ve yag asitleri, 30 mL’lik kisimdan ise alkaloidler, flavon aglikonlar,
emodoller ve kumarinler tanimlanir. izlenen yol Sekil 3.2°de 6zetlenmistir (Ciulei,

1982).

3.2.4.1.1. Ucucu Yaglar ve Yagh Madde Bilesenlerin Tanmimlanmasi

Eter ekstresinin 20 mL’lik kismi alindi ve ¢oziicli evaparatdrde uguruldu.
Kalint1 giizel bir kokuya sahip ise az bir miktar alkolde ¢oziiliir. Cozelti ikiye ayrilir.
Birincisi alinarak ¢oziicii ugurulur. Kalint1 karakteristik hos bir kokuya sahip ise ugucu
yaglari i¢erdigi sdylenebilir.

Yaglh madde bilesenlerin tanimlanmasi i¢in yukaridaki alkolik ¢dzeltinin 2.
kismi almir ve ¢oziicli uzaklastirilir. Kalinti iizerine, 0,5N 10 mL KOH c¢ozeltisi
(alkolde hazirlanan) eklenir ve 1-2 saat sivi yiizeyinde yag damlalar1 gérlinmeyinceye
kadar su banyosunda refliiks edilir. Alkol destillenir ve kalint1 15-20 mL sicak suda
¢oziiliir. Ayirma hunisinde eter ile 2-3 defa ¢ekme islemi yapilir. Eter ekstresi toplanir
ve bu ekstreden steroller, triterpenler, karotenoidler tanimlanir. Alkali sulu ¢ozeltiden

ise yiiksek yag asitleri tanimlanir (Ciulei, 1982).

3.2.4.1.2. Sterol ve Triterpenlerin Tamimlanmasi

Sterol ve triterpenlerin tanimlanmasi i¢in Liebermann- Burchard
reaksiyonundan yararlanildi. Bu yonteme gore, alinan 10 mL eter ekstresinin ¢oziiciisii
evaparatorde uzaklastirildi. Kalintt 0,5 mL asetikanhidrit’de c¢oziildi ve 0,5 mL
kloroform eklendi. Cozelti kuru bir tiibe alinarak, bir pipet yardimiyla 2 mL siilfiirik
asit tiibiin dibine eklendi. Iki s1v1 tabakasmin kontak bdlgesindeki kahverengi-kirmizi
veya menekse renkli halka olusumu sterol ve triterpenlerin varligin1 géstermektedir

(Ciulei, 1982).

3.2.4.1.3. Karotenoidlerin Tamimlanmasi

Karotenoidlerin tanimlanmasi i¢in Carr Price reaksiyonu kullanildi. 10 mL
eter ekstresinin ¢oziiclisi evaparatorde uzaklastirildi. Kalintt {izerine antimon
triklorit’in kloroformdaki doygun ¢ozeltisinden 2-3 damla eklendi. Ilk olarak mavi ve

sonra kirmiziya donen pigmentlerin olusumu karotenoidlerin varligini géstermektedir.



Carr Price reaktifi, 25 g antimon triklorit’in 75 g kloroform veya karbontetra

kloriirde ¢6ziilmesiyle hazirlanir (Ciulei, 1982).

3.2.4.1.4. Yiiksek Yag Asitlerinin Tamimlanmasi

Yukarida anlatildig1 sekilde elde edilen alkali sulu ¢dzelti, konsantre HCI ile
asitlendirilir. Bu durumda yag asitleri onlarin bazik tuzlarindan kurtuldugu i¢in ¢ozelti
matlagir. Yag asitleri bir ayirma hunisinde dietileter ile ekstre edilir. Eter ¢ozeltisi
evaparatorde ucurulur. Kalint1 yagli ise yag asitlerinin varligini gosterir

Eter ekstresinin 30 mL’lik kismindan ise alkaloidler, flavon aglikonlar,

emodoller, kumarinler tanimlanir (Ciulei, 1982). .

3.2.4.1.5. Alkaloidlerin Tanimlanmasi

Bunun i¢in 10 mL eter ekstresinin ¢oziiciisii evaparatorde uzaklastirildi.
Kalintt % 2’lik 1,5 mL HCl’de ¢o6zildi. 0,5 mL asidik sulu ¢ozeltiye 2-3 damla
Bertrand reaktifi veya 2-3 damla Mayer reaktifinin ilavesiyle olusan matlik yada beyaz-
sar1 ¢okelek alkaloidlerin varligin1 gostermektedir (Ciulei, 1982).

Mayer reaktifi, 36 g HgCl, ve 25 g KI’nin 100 mL suda ¢dziilmesiyle
hazirlanmaktadir.

Bertrand reaktifi, 5 g silikotungstik asidin 80 mL suda ¢oziilmesi ve %10°luk
0,1 mL HCI asidin eklenerek 100 mL’ye seyreltilmesiyle hazirlanir.

3.2.4.1.6. Flavon aglikonlarin Tanimlanmasi

Flavon aglikonlarin tanimlanmasi i¢in 3 mL eter ekstresinin c¢oziiciisii
evaparatorde uzaklastirildi. Kalint1 sicakta % 50°lik 2 mL metanol’de ¢6ziildii. Metalik
magnezyum ve 4-5 damla konsantre HCI eklendi. Kirmiz1 yada turuncu ¢okelti flavon

aglikonlarin varligin1 géstermektedir (Ciulei, 1982).

3.2.4.1.7. Emodollerin Tanimlanmasi
Emodollerin tanimlanmasi i¢in Borntrager reaksiyonu kullanildi. 3 mL eter

ekstresi bir test tliptine alinir ve 1 mL % 25°lik amonyak ¢6zeltisi yada %10’luk NaOH



cozeltisi ilave edilir ve calkalanir. Kirmizi renk olusumu emodollerin  varligim

gostermektedir (Ciulei, 1982).

3.2.4.1.8. Kumarinlerin Tamimlanmasi

Bunun i¢in 3 mL eter ekstresinin ¢oziiciisii evaparatorde uzaklastirildi. Kalintt
sicak suda ¢oziildli. Soguduktan sonra ¢ozelti 2 tlipe ayrilir. Birinci tiip referans olarak
kullanilir. 2. tiipe % 10’luk 0,5 mL NH; ¢ozeltisi eklenir. Kumarin ve tiirevlerinin

varlig1 UV 15181 altinda siddetli floresan vermektedir (Ciulei, 1982).

Eter Ekstresi |

20ml(Evap.) 30ml
Kalinti l l l l
‘ 10ml aml 3ml 3ml
quzel kokuya
sahipse alkolde ¢oz. l
Evap. Evap

l Evap. Evap.

. N

l Evap. Bertrand veya Kalinti
- Meyer reak.
Kalinti

Evap. Saponifikasvon(destilasyon) Borntrager

Fsueter Shibata reak. l ¢
l l l Kirmizi renk Siddetli floresan
karakteristik Irmizi ren

Amonyak ¢oz.

Kkoku Eter eks. Alkali bazik ¢6z. Cokelti Cokelti l

l l l l 0 Emodoller
l Lom! 10ml Asidilasyon Flavon

Alkaloidler aglikonlar
Ugucu yaglar ‘ ‘ Evap. +eter o

Liebermann- Kalinti Evap.
Burchard reak. Carr Yagli kalinti
‘ Price reak. l

Steroller Karotenoidler

Triterpenler Yag asitleri

Sekil 3.2. Eter ekstresinin incelenmesinde izlenen yol (Cubukcu, 1992).



3.2.4.2. Alkol Ekstresinin incelenmesi

Dietileter ile ekstraksiyondan sonra kurutulan bitki etilalkol veya metanol ile
2-3 kez 20-40 dakika ekstre edilir. Siiziilen ekstre 50 mL’ye konsantre edilerek alkol
ekstresi hazirlanir. Alkol ekstresinden; tanenler, indirgeyici bilesikler, alkaloid tuzlari,
polifenolik glikozitler, sterol glikozitler, triterpen glikozitler tamimlanabilir. izlenen yol

Sekil 3.3°te 6zetlenmistir (Ciulei, 1982).

3.2.4.2.1. Tanenlerin Tanimlanmasi

0,5-1 mL alkol ekstresine demir (II) kloriiriin sudaki ¢ozeltisinden 2-3 damla
eklenir. Siyah-mavi renk olusumu gallik tanenlerin, yesil-mavi renk olusumu katesol
tanenlerin varligini gosterir (Ciulei, 1982).

3.2.4.2.2. Indirgeyici Bilesiklerin Tamimlanmasi

Indirgeyici bilesiklerin tanimlanmasi i¢in 1 mL alkol ekstresine, 2 mL su ve 1
mL Fehling (I+1I) ¢6zeltileri eklenir ve 1sitilir. Tugla kirmizisi renk olusumu indirgeyici
bilesiklerin varligin1 gostermektedir (Ciulei, 1982).

Fehling I reaktifi, 35 g bakir siilfatin bir miktar suda ¢oziildiikten sonra 5 mL
der. H,SOy ilavesi ve su ile 100 mL’ye tamamlayarak hazirlanir.

Fehling II reaktifi, 150 g sodyum potasyum tartarat ve 150 g sodyum

hidroksidin bir miktar suda ¢oziiliip 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlanir.

3.2.4.2.3. Alkaloid Tuzlarinin Tanmimlanmasi

Bunun i¢in 20 mL alkol ekstresi bir kapsiile konur ve su banyosunda ¢oziicii
uzaklagtirilir. Kalinti iizerine 10 mL %10’luk HCI, 10 mL %10’luk NH4OH ve apolar
bir ¢oziicii ile ekstre edilir. Ekstrenin ¢oziiciisii ugurulur. Kalint1 1,5 mL %2’lik HCI
icinde ¢oziliir. Asidik ¢ozelti 3 deney tiibline ayrilir. Bir tiip referans olarak kullanilir,
diger iki tiipe Mayer veya Bertrand reaktifi eklenir. Bir matlasma veya beyaz-sar

cokelti alkaloid tuzlarmin varhigini gosterir (Ciulei, 1982).

3.2.4.2.4. Hidrolize Alkol Ekstresinin incelenmesi



25 mL alkol ekstresine 15 mL %]10’luk HCI eklenir ve 30 dakika refluks
edilir. Hidroliz sirasinda glikozitlerin par¢alanmasindan dolay1 aglikonlar olustugundan
¢Ozelti matlagir.

Cozelti soguduktan sonra 10-12 mL dietileter ile 3 kez ayirma hunisinde
cekilir. Eter ekstreleri bir yerde toplanir ve susuz Na,SO;, ile suyundan kurtarilir. Eter

ekstresinde emodoller, kumarinler, glikozitler aranir (Ciulei, 1982).

- Emodollerin Tanimlanmasi

4 mL eter ekstresi 2 mL’ye konsantre edilir ve tizerine 1-2 mL %25’lik NH3
cozeltisi eklenir ve calkalanir. Emodollerin varliginda kirmizi renk olusur(Ciulei,
1982).

- Kumarin Tiirevlerinin Tanimlanmasi

5 mL eter ekstresi alinir ve ¢oziiciisii ucurulur. Kalint1 1-2 mL suda 1sitarak
¢oziiliir. Sulu ¢ozelti 2 tiibe ayrilir.

Tiipiin birine 0,5 mL %10’luk NHj3 ¢ozeltisi eklenir, diger tiip referans olarak
kullanilir. UV 15181 altinda mavi yada yesil renk varligi kumarinlerin varligimi gosterir

(Ciulei, 1982).

- Steroid glikozitlerin ( kardiotonik glikozitler, saponinler) Tanimlanmasi
10 mL eter ekstresinin ¢dziiciisii evaparatorde ugurulur. Kalint1 0,5 mL asetik
anhidrit ve 0,5 mL kloroformda ¢oziiliir ve kuru bir test tiipiine alinir. Bir pipet ile 1-2
mL konsantre H,SOy tiipiin dibine eklenir. iki stvinin birlesme bdlgesinde kahverengi-

yesil veya kahverengi-mor halkanin olusumu sterol ve triterpenlerin varligin1 gosterir
(Ciulei, 1982).

- Flavon glikozitlerin Tanimlanmasi

5 mL eter ekstresinin ¢oziiciisii evaparatdorde ugurulur. Kalinti 1-2 mL
%50’1lik metanolde 1sitilarak ¢oziiliir ve magnezyum metali ve 5-6 damla konsantre
HCI eklenir. Flavonollerin varliginda kirmizi, flavanonlarin varliginda turuncu renk

olusur (Ciulei, 1982).
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Sekil 3.3. Alkol estresinin incelenmesinde izlenen yol (Cubukgu, 1992).

Siiziildiikten sonra 50 mL’ye tamamlanir. Izlenen yontem Sekil 3.4’te 6zetlenmistir.

3.2.4.3. Su Ekstresinin Incelenmesi

'

5ml
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Evap.

¢

Kalinti+
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|

Shibata R.

f

Flavon
glikozitler

Alkol ile ekstraksiyondan sonra kurutulan bitki 20 dakika su ile ekstre edilir.

3.2.4.3.1. Poliiironidlerin (Pektinler, gumlar) Tanimlanmasi

2 mL su ekstresi bir tiipe alinir ve lizerine 10 mL alkol veya aseton eklenir.

Mavi yada mor ¢okelti olusumu poliiironitlerin varligini gosterir (Ciulei, 1982).

3.2.4.3.2. Glusitlerin (Ozlar ve Poliozlar) Tanimlanmasi

2 mL sulu ekstrenin kuruluga kadar ¢oziiciisii ugurulur. 2-3 damla konsantre

stilfiirik asit eklenir ve 3-5 dakika beklenir. Dehidrasyon ile furfural ve hidroksimetil



furfural olusur. O zaman 3-4 damla Molisch reaktifi eklenir. Kirmizi renk olusumu

glusitlerin varligini1 gosterir (Ciulei, 1982).

3.2.4.3.3. Saponinlerin Tanimlanmasi
1:1 oraninda seyreltilen su ekstresi bir test tiipline konulur ve 15 dakika
calkalanir. Kopiik olusumunun goézlenmesi saponinlerin varligini gostermektedir

(Ciulei, 1982).

3.2.4.3.4. Tanenlerin Tanimlanmasi

1 mL su ekstresine demir (II) kloriirtin sudaki ¢cozeltisinden 2-3 damla eklenir.
Siyah-mavi renk olusumu gallik tanenlerin, yesil-mavi renk olusumu katesol tanenlerin
varligin1 gosterir. Eger ekstre tanenlerin her iki tiirlinli de igeriyorsa hidroklorik
formaldehit ¢ozeltisi ile refliiks edilir. Bu kosullarda katesol tanenler kirmizi ¢okelti
halinde ¢okerler. Cokelti siiziilerek ayrilir ve ¢ozelti sodyum asetat ile ndtralize edilir.
2-3 damla demir (II) kloriir ¢6zeltisi damlatilir, gallik tanenlerin varliginda koyu mavi

renk gozlenir (Ciulei, 1982).

3.2.4.3.5. Alkaloid Tuzlarinin Tamimlanmasi

15 mL su ekstresi %10’luk NH; ¢ozeltisi ile baziklestirilir (pH=8-9) ve bir
apolar ¢oziicii ile ekstre edilir. Ekstrenin ¢oziiciisii ugurulur. Kalint1 1,5 mL %2’lik HCI
i¢inde ¢oziliir. Asidik ¢ozelti 3 deney tiibline ayrilir. Bir tiip referans olarak kullanilir,
diger iki tliipe Mayer veya Bertrand reaktifi eklenir. Bir matlasma veya beyaz-sari

cokelti alkaloid tuzlarmin varhigini gosterir (Ciulei, 1982).
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Sekil 3.4. Su Ekstresinin incelenmesinde izlenen yontem (Cubukcu, 1992).



4. BULGULAR

4.1. Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

4.1.1. Toplam Metanol ve Maserasyon Ekstrelerinin Antibakteriyel
Etkileri

Ik olarak konsantrasyonlar1 1mg/25ul ve 5mg/25ul olarak hazirlanan toplam
metanol ve maserasyon ekstrelerinin S .aureus, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis
bakterileri lizerine etkileri Disk Diflizyon Testi ile incelenmistir.

Ekstreler, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis bakterileri tizerinde etkili
olmazken sadece S. aureus tlizerinde inhibisyon zonu olusturdu (Sekil 4.1). Zon ¢aplari
strastyla metanol ekstresi i¢in ortalama 8 mm ve 13 mm, maserasyon ekstresi i¢in 9 mm
ve 14 mm olarak 6l¢iilmiistiir.

Testler en az li¢ kere tekrar edilmis ve Olgiilen degerlerin ortalamalart
alinmistir. Pozitif kontrol olarak Gentamisin (10pg/disk) , negatif kontrol olarak 25ul

metanol emdirilmis disk kullanilmastir.

Metanol . 1 mg

Metanol, 5 mg

Metanol, 25 ul

Maserasyon. 5 mg Maserasyon, Img

Sekil 4.1. Toplam metanol ve maserasyon ekstrelerinin S. aureus iizerinde

olusturduklari inhibisyon zonlar.



Daha sonra toplam metanol ekstresi sirasiyla hekzan, diklormetan, etilasetat
ve biitanol ile fraksiyonlandirildi ve her fraksiyonun antibakteriyel aktivitesi Disk
Difiizyon Testi ile tekrar incelendi.

Ayrica toplam metanol ekstresi i¢in MIC ve MBC degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.3).

4.1.2. Fraksiyonlarin Antibakteriyel Etkileri

Fraksiyonlarin konsantrasyonlart 1 mg/25ul ve 5 mg/25ul olarak ayarlandi ve
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis bakterileri iizerine etkileri Disk
Difiizyon Testi ile incelendi.

Hekzan ekstresi, S. aureus bakterisi iizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda 14
mm (Sekil 4.2), P. aeruginosa bakterisi {izerinde ise 5 mg/disk konsantrasyonda 12 mm
zon ¢api olustururken (Sekil 4.5), E. coli (Sekil 4.3) ve E. faecalis (Sekil 4.4) bakterileri

tizerinde etki gostermedi.

CH7C17, 1 mg CH')C17, 5 mg

Gentamisin

Metanol, 25ul

Hekzan, 1 mg

Hekzan, 5 mg

Sekil 4.2. Diklormetan ve hekzan ekstrelerinin S. aureus iizerinde olusturduklar:

inhibisyon zonlar1.



CH-Cl. 1 mg

CH,Cl, 5 mg

Hekzan. 1 mg

Metanol, 25 ul

Hekzan, 5 mg

Sekil 4.3. Diklormetan ve hekzan ekstrelerinin E. coli iizerindeki Disk Difiizyon

Testi sonuclari.

CH-Cl, 1 mg

CH-»Cl. 5 mg

Hekzan. 1 mg Metanol, 25 ul

Hekzan, 1 mg

Sekil 4.4. Diklormetan ve hekzan ekstrelerinin E. faecalis iizerindeki Disk

Difiizyon Testi sonuclari.



Diklormetan ekstresi, S. aureus bakterisi iizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda
16 mm (Sekil 4.2), P. aeruginosa bakterisi tizerinde ise 5 mg/disk konsantrasyonda 15
mm zon ¢ap1 olustururken (Sekil 4.5), E. coli (Sekil 4.3) ve E. faecalis (Sekil 4.4)
bakterileri lizerinde etki gostermedi.

Ayrica en etkin fraksiyon olan diklormetan i¢cin MIC ve MBC degerleri
hesaplandi (Cizelge 4.4).

CH')CI'). 5 mg

CH7C17, 1 mg

Metanol, 25 ul

Hekzan. 1 mg

Hekzan, 5 mg

Sekil 4.5. Diklormetan ve hekzan ekstrelerinin P. aeruginosa iizerinde

olusturduklari inhibisyon zonlar1.



Etilasetat ekstresi, S. aureus bakterisi lizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda 11
mm (Sekil 4.6) ve P. aeruginosa bakterisi tizerinde ise 5 mg/disk konsantrasyonda 12
mm zon ¢api olustururken (Sekil 4.9), E. coli (Sekil 4.7) ve E. faecalis (Sekil 4.8)

bakterileri lizerinde etki gostermedi.

Biitanol, 5 mg

Biitanol, 1 mg

Gentamisin, 10 ug

Metanol, 25 ul

Et-OAc. 1 mg

Et-OAc, 5 mg

Sekil 4.6. Etilasetat ve biitanol ekstrelerinin S. aureus iizerindeki Disk Difiizyon

Testi sonucla

Biitanol, 1 mg
Biitanol, 5 mg
Et-OAc, 1 mg
Metanol, 25 ul
Et-OAc, 1 mg

Sekil 4.7. Etilasetat ve biitanol ekstrelerinin E. coli iizerindeki Disk Difiizyon Testi

sonuclari.



Biitanol , 1 mg Biitanol, 5 mg

Metanol, 25 ul

Et-OAc. 1 mg

Et-OAc .5 mg

Sekil 4.8. Etilasetat ve biitanol ekstrelerinin E. faecalis iizerindeki Disk Difiizyon

Testi sonuclari.

Biitanol ekstresinin, S. aureus (Sekil 4.6) , E. coli (Sekil 4.7) , E. faecalis
(Sekil 4.8) ve P. aeruginosa (Sekil 4.9) bakterileri tizerine etkisi disk difiizyon testiyle

incelendi fakat biitanol ekstresi hi¢bir bakteri iizerinde inhibisyon zonu olusturmadi.



Biitanol , 5 mg

Biitanol . 1 mg

Metanol, 25 ul

Et-OAc. 1 mg

Et-OAc ., 5 mg

Sekil 4.9. Etilasetat ve biitanol ekstrelerinin P. aeruginosa iizerindeki Disk

Difiizyon Testi sonuclari.

Yapilan 6l¢timler sonucu, toplam metanol, hekzan, diklormetan, etilasetat ve
biitanol ekstrelerinin disk difiizyon testiyle elde edilen inhibisyon zon caplar ¢izelge
4.1°de 6zetlenmistir.

Yapilan aktivite testlerinde pozitif kontrol olarak gentamisin (10pg) diskler
kullanilmistir. Gentamisin ¢izelge 4.1°de gosterildigi iizere S. aureus iizerinde ortalama

21mm zon ¢ap1 olusturmustur.



Cizelge 4.1. Toplam metanol ekstresi ve fraksiyonlarin disk difiizyon yontemine

gore inhibisyon zonlar1.

Inhibisyon Caplar1 (mm)
S.aureus | E.coli | P.aeruginosa | E.faecalis
Toplam 1 mg 8 - - -
metanol 5 mg 13 - - -
Hekzan 1 mg 9 - - -
5 mg 14 - 12 -
Diklormetan | 1 mg - - - -
5 mg 16 - 15 -
Etilasetat 1 mg - - - -
S mg 11 - 12 -
Biitanol 1 mg - - - -
Smg - - - -
Maserasyon | I mg 9 - - -
5 mg 14 - - -
Gentamisin | 10 pug 21
Metanol 25 ul - - - -

Cizelge 4.1’de Ozetlendigi {izere metanol ekstresinin antibakteriyel
aktivitesinin hekzan ve diklormetan fraksiyonlarinda yogunlastigi goriildii. Bunun
tizerine bitki dnce hekzan ardindan diklormetan ile ekstre edildi ve bu ekstrelerin

aktivitesi tekrar disk diflizyon testiyle incelendi.

4.1.3. Ard1 ardina Yapilan Ekstraksiyon Sonucu Elde Edilen Hekzan ve
Diklormetan Ekstrelerinin Antibakteriyel Etkileri

Konsantrasyonlart 1mg/25ul ve 5mg/25ul olarak hazirlanan hekzan ve
diklormetan ekstrelerinin S. aureus ve P. aeruginosa bakterileri tizerindeki etkileri
incelenmistir.

Hekzan ekstresi S. aureus bakterisi iizerindeki incelemede 1 mg/disk
konsantrasyonda 11 mm zon ¢ap1 olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda ise 13 mm

zon ¢api1 olusturdu (Sekil 4.11).



Hekzan ekstresi P. aeruginosa bakterisi iizerindeki incelemede 1 mg/disk

konsantrasyonda 10 mm zon ¢ap1 olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda 13 mm zon

cap1 olusturdu (Sekil 4.10).

CH,Cl., 1 mg CH,Cl., 5 mg

Gentamisin

Hekzan, 1 mg

CH,CL, 25

Hekzan, 5 mg

Hekzan, 25

Sekil 4.10. Ardi ardina yapilan ekstraksiyon isleminde elde edilen hekzan ve
diklormetan eksrelerinin P. aeruginosa iizerinde olusturduklar:1 inhibisyon

zonlari.

Diklormetan ekstresi S. aureus bakterisi iizerindeki incelemede 1mg/disk
konsantrasyonda 10 mm zon ¢ap1 olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda ise 14 mm
zon cap1 olusturdu (Sekil 4.11).

Diklormetan ekstresi P. aeruginosa bakterisi tizerindeki incelemede 1 mg/disk
konsantrasyonda 10 mm zon ¢ap1 olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda 15 mm zon

cap1 olusturdu (Sekil 4.10).



CH,CL., 5 mg CH,CL. 5 mg
Hekzan, 1 mg Gentamisin
CH,Cl,, 25
Hekzan, 5 mg
Hekzan, 25

Sekil 4.11. Ardi ardina yapilan ekstraksiyon isleminde elde edilen hekzan ve

diklormetan eksrelerinin S. aureus iizerinde olusturduklar: inhibisyon zonlari.
Hekzan ve diklormetan ekstreleri i¢in disk difiizyon yontemi sonuglari ¢izelge

4.2°’de Ozetlenmistir. Ayrica c¢izelge 4.5’de diklormetan ekstresinin MIC ve MBC

degerleri verilmigtir.

Cizelge 4.2. Hekzan ve diklormetan ekstrelerinin disk difiizyon testine gore elde

edilen inhibisyon zonlar

Inhibisyon Caplari (mm)

S.aureus P.aeruginosa
Hekzan Img 11 10
Smg 13 13
Diklormetan | 1mg 10 10
Smg 14 15

Ayrica diklormetan ekstresi icin MIC ve MBC degeri hesaplanmis ve bu
degerler cizelge 4.4’te gosterilmistir. Fotograflar ise Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te

gosterilmistir.



4.2. MIC ve MBC Degerlerinin Belirlenmesi
4.2.1. Toplam Metanol Ekstresinin MIC ve MBC Degerleri

Toplam metanol ekstresinin MIC ve MBC degerleri

gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. Toplam metanol ekstresinin MIC ve

belirlenmesi.

cizelge 4.3°de

MBC degerlerinin

MIC ve MBC degerleri (mg/ml)

10 2.5 1.25 10.625 |0.313 | 0.156 | 0.078
S.aureus | MIC - - - + + + +
MIC
MBC - - + + + + +
MBC

Toplam metanol ekstresi i¢in MIC degeri 1,25 mg/ml, MBC degeri ise 2,5

mg/ml olarak hesaplanmustir.

Daha sonra toplam metanol ekstresi sirasiyla hekzan, diklormetan, etilasetat

ve biitanol ile fraksiyonlandirildi ve disk difiizyon testine gore en etkin fraksiyon

oldugu belirlenen diklormetan ekstresinin MIC ve MBC degerleri belirlendi.

4.2.2. Diklormetan ekstresinin MIC ve MBC Degerleri

Diklormetan ekstresinin S.aureus ve P.aeruginosa suslarina karst MIC ve

MBC degerleri belirlendi. Sonuglar Cizelge 4.4°de gosterilmektedir.




Cizelge 4.4. Diklormetan ekstresinin MIC ve MBC degerlerinin belirlenmesi

MIC ve MBC degerleri (mg/ml)
10 5 25125 |10.625 |0.313 |0.156 |0.078
S.aureus MIC - - - - + + n T
MIC
MBC - - + + + + + +
MBC
P.aerugino | MIC - - - - + + + +
sa MIC
MBC - + + + + + + +
MBC

Diklormetan ekstresi i¢in S. aureus iizerindeki MIC degeri 1,25 mg/ml, MBC
degeri 5 mg/ml olarak hesaplanmistir. P. aeruginosa i¢in ise MIC degeri 1,25 mg/ml,
MBC degeri 10 mg/ml olarak hesaplanmigtir.

Diklormetan ekstresinin MBC degerinin belirlenmesine ait fotograflar Sekil

4.12 ve Sekil 4.13°de gosterilmistir.



0.615 mg

0,312 mg

0.615 mg

0.312 mg

2.5 mg

Fiikdiss mieia i el rEvijl

1 MBL deferinbn lesaplanmas

1.25 mg

hesaplanmasinda kullanilan ekimler.

2.5 mg

10 mg

5 mg

Sekil 4.12. Diklormetan ekstresinin S. aureus iizerindeki MBC degerinin

10 mg

1.25 mg

5 mg




S MIC ve MBC degerleri (mg/ml)
¢ 10 5 2.5 1.25 [0.625 | 0313 |0.156 |0.078
k
.S.aureus MIC - - - + + + + n
1 MIC
1 MBC - - + + + + + n
MBC

P.aerugino | MIC - - + + + + + +
f$a MIC

MBC | - + + + + + + +

MBC

13. Diklormetan ekstresinin P. aeruginosa iizerindeki MBC degerinin

hesaplanmasinda kullanilan ekimler.

4.2.3. Ard1 ardina Yapilan Ekstraksiyon Sonucu Elde Edilen Diklormetan
Ekstresinin MIC ve MBC Degerleri

Ard1 ardina yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen diklormetan ekstresinin

S. aureus ve P. aeruginosa suslarina karst MIC ve MBC degerleri hesaplanmuistir.

Sonuglar Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Ardr ardina yapilan ekstraksiyonla elde edilen diklormetan ekstresi

icin MIC ve MBC degerleri.




Cizelge 4.5’te belirtildigi gibi diklormetan ekstresinin S. aureus i¢in MIC
degeri 2,5 mg/ml, MBC degeri 5 mg/ml olarak belirlendi. P. aeruginosa igin ise MIC
degeri 5 mg/ml, MBC degeri 10 mg/ml olarak belirlendi.

10 mg 2.5 mg

1.25 mg

5 mg

0.625 mg

0.312 mg

Sekil 4.14. Ard1 ardina yapilan ekstraksiyon isleminde elde edilen diklormetan

eksresinin S. aureus iizerinde MBC degerinin belirlenmesinde kullanilan ekimler.

10 mg 2.5 mg

T




5 mg

1.25 mg

0.625 mg

0.312 mg

Sekil 4.15. Ard1 ardina yapilan ekstraksiyon isleminde elde edilen diklormetan
eksresinin P. aeruginosa iizerinde MBC degerinin belirlenmesinde kullanilan

ekimler.

4.3. Anthemis tinctoria Bitkisinin Kimyasal Bilesiminin Kalitatif Analizi

Bitkinin kimyasal bilesimi materyal metot boliimiinde verilen testler
yardimiyla incelendi ve asagidaki sonuglar elde edildi.

Eter ekstresi iizerinde yapilan incelemede; ugucu yaglar, sterol ve triterpenler
karetonoidler, yiiksek yag asitleri ve kumarinler i¢in pozitif sonug¢ alinirken, alkaloidler,
flavon aglikonlar ve emodoller i¢in olumlu sonug alinmadi.

Alkol ekstresi iizerinde yapilan incelemede; tanenler, indirgeyici bilesikler,
steroid glikozitler i¢cin pozitif sonu¢ alinirken, alkaloid tuzlari, emodoller, flavon
glikozitler i¢in olumlu sonu¢ alinmadi.

Su ekstresi lizerinde yapilan incelemede; poliiironidler, indirgeyici bilesikler,

saponinler, tanenler i¢in pozitif sonug alind1.



Cizelge 4.6. Anthemis tinctoria bitkisinin kalitatif analiz sonuclari.

Eter ekstresi

Alkol ekstresi

Su ekstresi

Ugucu yaglar

+

Sterol ve triterpenler

Karotenoidler

Yag asitleri

+
+
+

Alkaloidler

Flavon aglikonlar

Emodoller

Kumarinler

Tanenler

Indirgeyici bilesikler

Antrasen glikozitler

Steroid glikozitler

Flavon glikozitler

Poliiironidler

Saponinler




5. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan literatiir taramast sonucunda Anthemis tinctoria
bitkisiyle ilgili antibakteriyel aktivite ¢aligmasina rastlanmamustir fakat 3
adet yap1 aydinlatma c¢alismasi bulunmustur (Holla ve ark., 2000;
Wollenwaber ve Mayer, 1991; Williams ve ark., 2000).

Holla ve arkadaslart (2000), Anthemis tinctoria bitkisindeki
esansiyel yaglart GC/MS yontemi ile analiz etmisler; 1,8-sineol, beta-
pinen, dekanoik asit ve alfa-pinen’in varlig1 tespit etmislerdir.

Anthemis tinctoria bitkisindeki flavonoitlerin incelendigi
calismada Wollenwaber ve Mayer (1991) tarafindan quercetagetin
3,6,3 -trimetileter ve quercetagetin 3,6,3°,4’-tetrametil eter’in varligi,
Williams ve arkadaslar1 tarafindan (2001) ise patuletin 3-glukozit ve
patuletin 3-rutinosid flavon glikozitlerinin varligi belirlenmistir.

Anthemis tinctoria, Compositae (papatyagiller) familyasina ait
bir bitkidir. Baytop ( 1999)’a gore, Anadolu’da 50 kadar Anthemis tiirti
bulunmaktadir ve bunlar papatya ¢igegi adi altinda yillardir tedavide ve
boyarmadde olarak kullanilmaktadir. Uysal (1991)’a gore Canakkale’de
Anthemis tinctoria bitkisinin boyamada kullanildig1 belirtilmistir.

Calismada maserasyon ekstresi, toplam metanol ekstresi ve
fraksiyonlarin antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon yontemine gore
incelenmis, etkin oldugu belirlenen ekstreler i¢in MIC ve MBC degerleri
hesaplanmustir.

Ekim bulgular1 degerlendirildiginde aktivitenin konsantrasyona
ve bakteri cinsine bagli olarak degistigi goriildii. Anthemis tinctoria
bitkisinin kullanilan 4 adet bakteriden sadece S. aureus ve P.
aeruginosa tizerinde etkili oldugu ve aktivitenin konsantrasyona bagli
olarak arttig1 belirlendi. Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi 06zellikle
diklormetan fraksiyonunun 5 mg/25 ul konsantrasyonda S. aureus ve P.
aeruginosa tizerinde orta derece etki gosterdigi belirlenmistir. Bu
fraksiyonun etkili oldugu S. aureus ve P. aeruginosa bakterileri

tizerinde MIC ve MBC degerleri Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.



Bitkinin kalitatif incelemesinde eter ekstresinde; ugucu yaglar,
sterol ve triterpenler, karetonoidler, yliksek yag asitleri, kumarinlerin,
alkol ekstresinde; tanenler, indirgeyici bilesikler, steroid glikozitlerin, su
ekstresinde ise; tanenler, indirgeyici bilesikler, steroid glikozitler,
poliiironidler ve saponinlerin varlig1 belirlendi. Kalitatif analiz sonuglari
Cizelge 4.6’da 0zetlenmistir.

Bu bilgiler 1s1g1inda Anthemis tinctoria bitkisinden hazirlanan
ekstrelerin antibakteriyel etki gosteren molekiiller igerdigi belirlenmistir.
Disk difiizyon testi sonuglarina gore antibakteriyel aktivitenin 6zellikle
diklormetan fraksiyonu iizerinde yogunlagsmasi bize etken molekiillerin
bu ¢oziicii ile geldigini gdstermektedir. Yine yaptigimiz kalitatif analiz
sonuglarina dayanarak bu etkinin ugucu yaglar ve yag asitleri, terpenler,
karetonoidler, kumarinler ve steroid glikozitlerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Bu aktivitelerin hangi molekiillerden veya molekiil
gruplarindan kaynaklandigi yonelik yap1 aydinlatma ¢alismalari ayrica
bakteri hiicreleri iizerinde hangi mekanizmalara gore etki ettiklerine

yonelik daha ileri ¢aligmalar yapilabilir.



6. OZET

Bu c¢alismada Anthemis tinctoria bitkisinden elde edilen
ekstrelerin antibakteriyel aktiviteleri disk diflizyon ydntemine gore
incelenmis, etkin olan ekstrelerin MIC ve MBC degerleri hesaplanmig
ayrica bitkinin kalitatif analizi yapilmigtir.

Antibakteriyel aktivite calismasinda kullanilan S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa ve E. faecalis bakterileri iizerine
maserasyon ekstresi, toplam metanol ekstresi ve fraksiyonlarin disk
difiizyon yontemiyle elde edilen antibakteriyel etki oranlar1 Cizelge
4.1°de Ozetlenmistir. Cizelgede belirtildigi ilizere metanol ekstresinin
hekzan ve diklormetan fraksiyonlarimin en fazla aktiflik gosterdigi
belirlenmistir. Hekzan fraksiyonu S. aureus iizerinde 1 mg/disk
konsantrasyonda 9 mm, 5 mg/disk konsantrasyonda 14 mm inhibisyon
zonu olustururken, P. aeruginosa tizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda
12 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Diklormetan fraksiyonu S.
aureus tizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda 16 mm inhibisyon zonu
olustururken, P. aeruginosa iizerinde 5 mg/disk konsantrasyonda 15 mm
inhibisyon zonu olusturmusur.

Ayrica toplam metanol ekstresinin ve en etkin fraksiyon olan
diklormetan ekstresinin MIC ve MBC degerleri belirlenerek sirasiyla
cizelge 4.3 ve ¢izelge 4.4’de gosterilmistir. Toplam metanol ekstresi i¢in
MIC degeri 1,25 mg/ml, MBC degeri 2,5 mg/ml olarak bulunmustur.
Diklormetan ekstresi i¢in S. aureus lizerinde MIC degeri 1,25 mg/ml,
MBC degeri 5 mg/ml olarak hesaplanmustir. P. aeruginosa i¢in ise MIC
degeri 1,25 mg/ml, MBC degeri 10 mg/ml olarak hesaplanmustir.

Bunun iizerine bitki dnce hekzan ardindan diklormetan ile
ekstre edilmistir ve bu ekstrelerin aktivitesi belirlenmistir. Hekzan ve
diklormetan ekstrelerinin ekim bulgulart ¢izelge 4.2°de 6zetlenmistir.
Hekzan ekstresi S. aureus bakterisi iizerindeki incelemede 1 mg/disk
konsantrasyonda 11 mm zon ¢ap1 olustururken, 5 mg/disk

konsantrasyonda ise 13 mm zon c¢apt olusturmustur, P. aeruginosa



bakterisi lizerinde ise 1 mg/disk konsantrasyonda 10 mm zon ¢api
olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda 13 mm zon ¢ap1 olusturmustur.
Diklormetan ekstresi S. aureus bakterisi iizerindeki incelemede 1
mg/disk konsantrasyonda 10 mm zon ¢api olustururken, 5 mg/disk
konsantrasyonda ise 14 mm zon c¢apt olusturmustur, P.
aeruginosa bakterisi lizerinde ise 1 mg/disk konsantrasyonda 10 mm zon
capt olustururken, 5 mg/disk konsantrasyonda 15 mm zon c¢ap1
olusturmustur.

Ayrica diklormetan ekstresi icin MIC ve MBC degeri
hesaplanmis ve bu degerler Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Cizelge 4.5’te
belirtildigi gibi diklormetan ekstresi i¢in S. aureus iizerindeki MIC
degeri 2,5 mg/ml, MBC degeri 5 mg/ml olarak hesaplanmistir. P.
aeruginosa i¢in ise MIC degeri 5 mg/ml, MBC degeri 10 mg/ml olarak
hesaplanmistir. Yapilan kalitatif analiz sonuglart Cizelge 4.6’da

Ozetlenmistir.



7. SUMMARY

In this study, antibacterial activity of extracts of Anthemis
tinctoria was investigated by disc diffusion method and extracts which
are active were tested to determine MIC and MBC values. Also,
qualitative analysis was done.

Antibacterial activities of maceration extract, total methanol
extract and fractions of Anthemis tinctoria against S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa and E. faecalis were determined using dics diffusion method.
The results of dics diffusion method are shown in Table 4.3. Hexane and
dichloromethane fractions of methanol extract displayed the highest
antibacterial activity. With hexane 9 mm and 14 mm zones of inhibition
were observed against S. aureus for 1 mg/disc and 5 mg/disc
concentration respectively. and 12 mm zones of inhibition were observed
against P. aeruginosa for 5 mg/disc. With dichloromethane, 16 mm and
15 mm zones of inhibition were observed against S. aureus and P.
aeruginosa for 5 mg/disc respectively.

Also MIC and MBC values of total methanol extract and
dichloromethane fraction were determined. The results are shown in
Table 4.1. and Table 4.2. respectively. With total methanol extract MIC:
1,25 mg/ml and MBC: 2,5 mg/ml was calculated against S. aureus. With
dichloromethane extract MIC: 1,25 mg/ml and MBC: 5 mg/ml was
calculated against S. aureus. MIC: 1,25 mg/ml and MBC: 10 mg/ml was
calculated against P. aeruginosa.

Therefore, plant material was extracted with hexane and
dichloromethane respectively. The results are shown in Table 4.4. With
hexane 11 mm and 13 mm zones of inhibition were observed against S.
aureus for 1 mg/disc and 5 mg/disc concentration and 10 mm and 13
mm zones of inhibition were observed against P. aeruginosa for 1
mg/disc and 5 mg/disc respectively. With dichloromethane 10 mm and

14 mm zones of inhibition were observed against S. aureus for 1 mg/disc



and 5 mg/disc concentration and 10 mm and 15 mm zones of inhibition
were observed against P. aeruginosa for 1 mg/disc and 5 mg/disc
respectively.

Also MIC and MBC values of dichloromethane extract was
determined. The results are shown in Table 4.5. With dichloromethane
extract MIC: 2,5 mg/ml and MBC: 5 mg/ml was calculated against S.
aureus and MIC: 5 mg/ml and MBC: 10 mg/ml was calculated against P.

aeruginosa. The results of qualitative analysis was done.
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