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OZET

Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze BITKI EKSTRAKTININ
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTiVITESININ BELIRLENMESI

Scrophulariaceae familyasina ait Hatay endemigi Verbascum pinetorum (Boiss.)
O. Kuntze’den elde edilen 5 farkli 6ziitiiniin antimikrobiyal ve metanolik oziitiiniin
antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Artan polarite 6ziitleme ve direkt metanol 6ziitleme
yontemleri sonrasinda elde edilen non-polar ve polar oOziitlerin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak sekiz adet gram pozitif, alt1 adet gram
negatif bakteri ve bir adet fungus lizerinde test edilmistir. Direkt metanolik Oziitiin
antioksidan aktivite kapasitesi DPPH ve beta-karoten renk ag¢ilim yontemleri
kullanilarak  calisilmigtir.  Non-polar  dziitlerden hekzan, diklorometan ve
methanol/kloroform o6ziitlerinin, polar methanol/su Oziitliniin ve direkt methanol
Oziitinin toplam olarak li¢ adet gram pozitif, iki adet gram negatif ve maya suslar
iizerinde cesitli diizeylerde antimikrobiyal etkileri gézlenmistir. Oziit ve pozitif kontrol
olarak kullanilan BHT ve askorbik asitin DPPH radikalinin %350 inhibisyonunu
saglayan ICso degerleri swrasityla 14,35 mg/ml, 2,25 mg/ml ve 0,45 mg/ml olarak
bulunmustur. Beta-karoten renk agilimina gore 50. saatin sonunda &ziitlin linoleik asit
oksidasyonunu %82, BHT nin ise %85 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. Buna gore
V. pinetorum bitkisinden elde edilen Oziitlerin genel olarak baz1 patojen
mikroorganizmalarin tiremesini engelledigi ve antioksidan aktivite kapasitesine sahip
oldugu belirlenmistir.

2007, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Verbascum pinetorum, antimikrobiyal aktivite, antioksidan
aktivite, tibbi bitkiler



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES
OF Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze EXTRACTS

The antimicrobial activities of five different extracts (hexane, dichloromethane,
methanol/chloroform, methanol/water and direct methanol) and antioxidant activity of
methanolic extract obtained from Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze which is a
Hatay endemic and belongs to Scrophulariaceae family was determined. The extracts
obtained from Verbascum pinetorum by increased polarity and direct methanol
extraction were tested by using the disc diffusion method againist eight gram positive
bacteria, six gram negative bacteria, and one fungus. Non-polar extracts including
hexane, dichloromethane and methanol/chloroform extracts, polar methanol/water
extracts and direct methanol extracts exhibited antimicrobial activities on three gram
positive, two gram negative and one fungal strains at various degrees.

The antioxidant activities of methanolic extract of Verbascum pinetorum was
determined with DPPH (2,2-diphenylpicrylhydrazil) and beta-carotene bleaching test

system. The 50% (ICsg) inhibition of the methanolic extract, and positive control, BHT
(Butylated Hydroxytoluene), and ascorbic acid, on the free radical DPPH was calculated

according the results of DPPH method. ICs of extract, BHT and ascorbic acid were
determined as 14.35 mg/ml, 2.25 mg/ml and 0.45 mg/ml, respectively. The % inhibition
of linoleic acid oxidation taken on depending on time was evaluated according to blank.
At the end of the fiftieth hours, while the methanolic extract of Verbascum pinetorum
inhibited the linoleic acid oxidation by 82%, BHT, positive control, inhibited by 85%
according to beta-carotene bleaching test. As a result, in the current study it was
determined that the extracts obtained from Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze
have some antimicrobial and antioxidant activities.

2007, 42 pages

Key Words: Verbascum pinetorum, antimicrobial activity, antioxidant activity,
medicinal plants.
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1. GIRIS

Insanoglu tarihi boyunca bitkileri barinak, giyecek, yiyecek, baharat, parfiim ve
ilag olarak kullanmigtir. Bitkiler ayn1 zamanda sahip olduklar1 kompleks kimyasal
yapilarindan dolay1 geleneksel tedavinin temelini de olusturmuslardir.

Yeryiiziinde 750.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tiiriiniin oldugu tahmin
edilmektedir (Baytop, 1999). Bu bitki tiirlerinin %1-10’u kadarmin insanlar ve diger
hayvanlar tarafindan besin olarak kullanildigi tahmin edilmektedir. Fakat bu orandan
cok daha fazlasinin ise tibbi amagli kullanildig1 bilinmektedir (Cowan, 1999).

Bitkilerin tedavi edici giiclere sahip oldugu bilgisi antik zamanlara kadar
uzanmaktadir. Tarih boyunca tiim anakaralarda yasayan insanlar yiizlerce yerli bitkinin
lapasini ve caymi tedavi amaciyla kullanmiglardir. Bugiinkii Irak smirlari igerisinde
60.000 yil once yasamis olan Neanderthallerin giilhatmi gibi bitkileri kullanmig
olduklarmma dair kanitlar bulunmustur. Bu bitkiler diinyanin pek ¢ok yerinde halen
yaygm bir sekilde tedavi araci olarak kullanilmaktadir (Cowan, 1999). Anadolu’da ise
bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi yilizyillar oncesine, hatta Hitit uygarligindan da
oncesine dayanmaktadir (Baser, 2000). Bu konuyla ilgili Sanidar magarasindaki
(Hakkari’nin giineyinde) yontma tag donemine ait mezarlarda bulunan bitki tiirleri
bunun kanitlarindan biridir. Bu konuyla ilgili diger bir kanit ise son yillarda Ebla
(Halep’in giineyinde) yakininda bulunan kraliyet arsivindeki tabletlerdir. Civi yazisi ile
yazilmis bu tabletlerden, bitkilerin en az 5.000 yildan beri Anadolu’da tedavi amaciyla
kullanildig1 anlasilmaktadir (Kefser ve ark., 2002). Tarih 6ncesi donemin yani sira Asur,
Siimer ve Akad medeniyetlerinde de bitkiler tedavi amaciyla kullamlmistir. M. O. 3000
yillarma kadar uzanan tabletlerdeki yazilardan bu medeniyetler doneminde sihir ve
bitkisel ilaclar yardimiyla tedavinin yapildig1 belirlenmistir. Adamotu, banotu, haghas,
kekik, nane, nar kabugu ve safran gibi 250 kadar bitkinin bu donemde kullanildig1
bilinmektedir (Baytop, 1999). Anadolu’da tarih boyunca bitkilerin yaygin kullaniminin
nedeni sliphesiz ki bu bolgenin sahip oldugu fitocografik 6zelliklerin bir sonucudur.
Cesitli iklim tiplerinin etkisinde bulunmasi ve sahip oldugu cografik konum,
Anadolu’daki flora c¢esitliliginin olusumunda en Onemli etkenlerdir (Baser, 2000).
11.000’in iizerindeki bitki tiiriiyle zengin bir floraya sahip olan Anadolu’da yaklasik
3000 adet endemik bitki tiirii bulunmaktadir (Coskun ve Ozkan, 2005). Endemik
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oraninin Avrupa’ya kiyasla fazla olmasi Anadolu’nun ekolojik O6nemi ve flora
zenginliginin bir gostergesidir.

Tibbi bilesiklerin kaynagi olan bitkiler, antik ¢ag uygarliklarindan, giiniimiiziin
gelismis modern toplumlarma kadar pek ¢ok insan tarafindan sagligin korunmasinda
onemli bir ara¢ olarak kullanilmistir. Modern ilaglarin %50°den fazlasinin dogal {iriin
kokenli olmasi, bu durumun giiniimiizde de etkin bir sekilde devam ettigini
gostermektedir. Ornegin, gelismekte olan iilkelerde niifusun %80’ saglk
gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun
%80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi diisiiniiliirse, toplam diinya niifusunun
%64 liniin bitkileri tedavi amagh olarak kullandig1 anlagilmaktadir. Gelismis tilkelerde
ise recete ile satilan ilaclarin yaklasik %25°1 bitkisel kdkenli kimyasallardir (Babaoglu,
2002). Avrupa Birligi iiyesi iilkelerin son arastirmalarmna gore, yaklasik olarak 1400
adet bitkisel preparat 6zellikle Almanya, Fransa, Belgika ve Hollanda’da temel saglik
hizmetlerinde kullanilmaktadir (Hoareau ve Da Silva, 1999).

Bitkilerden elde edilen bu dogal iiriinler farmasétik endiistrinin ilag gelistirme
programlarinda ciddi bir 6neme sahiptir (Nair ve ark., 2005). Gilinlimiizde bitkilerden
Oziitlenerek tiim diinyada tibbi tedavide kullanilan 119 adet ila¢ bulunmaktadir. Bu
nedenle ila¢ gelistirme ¢aligmalarinin birinci basamagi olarak bitkilerin aragtirilmasi
mantikli bir gerekge olarak goriilmektedir (Farsnworth, 1990).

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit
olarak adlandirilan kimyasallarn ve bu kimyasallarin farklt kombinasyonlarindan
kaynaklanir. Boyadan gida endiistrisine kadar ¢esitli alanlarda kullanilan bu aktif dogal
iriinlerin  biyolojik aktivitelerinin  belirlenmesiyle ilgili ¢ok sayida c¢alisma
yapilmaktadir. Ozellikle in vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ¢alismalaridan
elde edilen olumlu sonuclar, yeni antimikrobiyal ajan ve dogal antioksidan madde
gelistirme caligmalart i¢in bitkilerin yeni ve zengin birer arastrma kaynagi olarak
goriilmelerine neden olmaktadir.

Antibiyotigin 1940’larda ortaya ¢ikigindan sonra, bitkisel maddelerin antibiyotik
olarak kullaniminda diisiis gézlenmistir. Antimikrobiyal aktivite agisindan bakteriyel ve
fungal kaynakli antibiyotiklere daha ¢ok giivenildiginden dolayi bitkisel iiriinlerin ¢ok
az bir kismi antimikrobiyal madde olarak tercih edilmistir (Cowan, 1999). Ancak

penisilinin bulunusunun hemen ardindan Staphylococcus aureus’un direng gosterdigi
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rapor edilmis ve 1960’lardan itibaren bakterilerde gdzlenen antibiyotik direnci yaygin
bir sorun halini almistir. Bugiin gelinen son noktada, Pseodumonas aeruginosa,
Staphylococcus — aureus, Streptococcus pneumoniae gibi pek ¢ok patojen
mikroorganizma sahip olduklar1 ¢oklu diren¢ mekanizmalarindan dolay1r “siiper
mikroplar” olarak adlandirilmaktadirlar. Bunun paralelinde Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve baz1 profesyonel organizasyonlar tarafindan global bir sorun haline gelen
bakteriyel diren¢ konusunda halkin bilincini yiikseltmek i¢in ¢esitli koalisyon ve eylem
planlar1 gelistirilmistir (Biletler, 2000). Ote yandan bilim adamlar1 da direng gelistiren
bakterilere kars1 koyabilmek i¢in alternatif antibiyotik ajan liretme ¢aligmalarini hizli bir
sekilde siirdiirmektedirler. Bu asamada tibbi bitkiler sahip olduklar: fitokimyasallardan
dolay1 onemli birer arastirma kaynag1 haline gelmislerdir. /n vitro kosullarda yapilmisg
olan pek ¢ok calismada bitkilerden elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Okeke ve ark., 2001; Rios ve
Recio, 2005; Canales ve ark., 2007).

Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin yan1 sira antioksidan 6zellikleri de yogun bir
sekilde arastirilmaktadir (Eryilmaz, 2001; Tepe ve ark., 2004; Harput ve ark., 2006).
Hiicrelerdeki oksijenli solunumun dogal bir sonucu olarak serbest radikaller
olusabilmektedir. Serbest radikaller reaktif oksijen tiirevleridir ve lipid peroksidasyonu,
DNA hasari, protein ve karbonhidratlarin oksidasyonuna yol agacak hiicresel yaglanma,
kanser ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilmektedirler. Bununla birlikte hiicreler reaktif
oksijen tiirlerini ortadan kaldiracak ¢esitli mekanizmalara sahiptirler. Ancak bu
savunma mekanizmalar1 yetersiz kaldig1 zamanlarda oksidatif stres canli biinyesinde
kanser, inflamasyon, romatoid artrit gibi  ¢esitli  hastaliklara  zemin
hazirlayabilmektedirler (Mantle ve ark., 1998; Eryilmaz, 2001). Giiniimiizde besin
endiistrisinde ticari olarak kullanilan ¢esitli sentetik antioksidan maddeler mevcuttur.
Ancak bu sentetik antioksidanlarin olumsuz saglik sorunlarini tetikleyecegine dair
bilgiler bulunmaktadir (Koleva ve ark., 2002). Ornegin bu kimyasallarin farelerde
akciger harabiyeti, karacigerde nekroz ve kanamaya bagli dliimlere neden oldugu
bildirilmistir (Candan ve So6kmen, 2004). Bu kisitlayic1 nedenlerden dolay1 sentetik
antioksidan ajanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan madde arastirmalarida bitkiler

cok onem kazanmastir.



13

Bu bilgiler dogrultusunda bu c¢alisma ile, Scrophulariaceae familyasina ait iki
yillik bir Hatay endemigi olan Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze bitkisinden
cesitli Oziitlerin elde edilmesi, bu dziitlerin ¢esitli gram pozitif, gram negatif bakteriler
ve bir adet fungusun dahil oldugu 15 farkli mikroorganizma iizerindeki antimikrobiyal
etkilerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi ve iki farkli yontemle bitki ektraktinin

antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

Insanoglu tarihi boyunca bitkilerden ilag, parfiim, yiyecek olarak faydalanmuistir.
M.O. 2600 yilinda yazilmis ve tedavinin bitkilerle yapildigma dair ilk kamtlar
Mezopotamya’da bulunmustur. Toprak tabletler {izerine ¢ivi yazisi ile yazilmis bu ilk
kanitlarda, yaklasik olarak 1000 adet bitkinin igeriginin geleneksel tedavide kullanildig1
belirtilmistir. Cedrus L. (sedir) tiirleri, Cupressus sempervirens (mazi), Glycyrrhiza
glabra (meyan kokii), Papaver somniferum (hashas) gibi bitkiler tabletler iizerinde
adlar1 bulunan bitkilerdendir. Bu bitkileri bugiin de dksiiriikten soguk algmmligina kadar
pek cok rahatsizligin tedavisinde kullanildig1 belirtilmistir (Newman ve ark., 1999).

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin sayisi antik ¢aglardan bu yana bir artis
gostermektedir. Ornegin Mezopotamya uygarhigi doneminde kullanilan bitkisel drog
sayis1 250, Grekler doneminde 600, Arap Fars uygarligi doneminde ise 4000 kadardir.
19. yiizyilin baslarinda ise bilinen tibbi bitki sayisinin 13.000°e ulastig1 bildirilmistir
(Baytop, 1999).

Son yillarda bitkiler kullanilarak gergeklestirilen geleneksel tedavi yontemlerine
adeta bir geri doniis yasanmis ve bu alan olduk¢a popiiler hale gelmistir. Ornegin
Amerika’da 1996 yilinda, bir 6nceki yila gore %37 oraninda daha fazla bitkisel ilag
satildig1 rapor edilmistir (Cowan, 1999). Baytop’a (1999) gore; tibbi bitkilere olan
ilginin bu denli artmasmin baglica sebepleri sunlardir;

1- Yeterli kimya endiistrisine sahip olmayan kalkinma yolundaki iilkelerin bu bitkileri
kullanarak olumlu sonuglar almalari;

2- Tedavide kullanilan sentetik bilesiklerden bazilarmin yan etkilerinin bulunmas,

3- Bazi ilag etken maddelerinin bitkisel droglardan sentetik olanlara gére daha ucuza
elde edilmeleri,

4- Bitkisel droglarm birkag etkiye birden sahip olmalar1

5- Enfeksiyon hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin direng gelistirmesi.

Bakterilerin genetiksel yolla birbirlerine aktardiklar1 antibiyotik direng
mekanizmasi, son elli yil icerisinde dnemli bir problem haline gelmistir. Ozellikle
giiniimiizde yaygin hale gelen ve ciddi bir tehdit olusturan ¢oklu antibiyotik direncine
karsi, hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik sayisi giderek azalmaktadir.
Yapilan caligmalarda bitkilerden elde edilen kimyasallarin direngli bakteriler iizerinde

antibakteriyel aktivite  goOstermesi, bitkilerin  bakteriler {iizerinde sentetik
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antibiyotiklerden farkli bir etki mekanizmasi ile inhibisyon gerceklestirdigi fikrini
desteklemektedir. Bu nedenlerden dolay:1 bitkiler ilag gelistirme endiistrisinin baslica
arastirma kaynagi haline gelmistir (Coleri, 2001 ).

Tibbi bitkilerin halk arasinda ne tiir hastaliklarin tedavisinde kullanildigini
belirlemek i¢in gerek iilkemizde, gerekse Diinya’nin pek ¢ok yerinde etnofarmakolojik
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalarin 1s181inda; Teucrium polium’un romatizma
tedavisinde, Rhus coriaria’nin gastrik {ilser ve bobrek agrilarinin giderilmesinde,
Ranunculus ficaria ve Centaurea drabifolia’nin hemoroid tedavisinde, Helichrysum
melanacme’nin basagrisi, ates ve gogiis agris1 hastaliklarmda kullanildig: belirtilmistir
(Yesilada ve ark., 1993; Giirhan ve Ezer, 2004; Lall ve ark., 2006). Ayrica, Melissa
officinalis, Allium sativum ve Melaleuca alternifolia’nin antibakteriyel ajan olarak,
Rubus canescens’in antipiretik olarak, Mentha longtfolia’nin antihelmintik, Plantago
major’un malarya hastaligmma karsi, Asparagus acutifolius’un Oksiiriige karsi
kullanildigi rapor edilmistir (Yesilada ve ark., 1993; Rios ve Recio, 2005).

Bitkilerin iyilestirici etkisi sahip olduklar1 sekonder metabolitlerden
kaynaklanmaktadir. Ozellikle bitki savunma sisteminde 6nemli gorevler iistlenen
sekonder = metabolitlerin, yapilan in  vitro c¢aligmalarda ¢esitli  patojen
mikroorganizmalarin biiylimelerini inhibe ettikleri ve antioksidan aktivite gosterdikleri

saptanmuistir.

2.1. Bitkilerin Sekonder Metabolitleri

Bitkiler primer metabolitlerin aksine; besin ve enerji saglama gibi yasamsal
deger tagimayan ve bitki biiyiime, gelisiminde dogrudan gorev almayan organik
maddeler {iretirler. Bu maddeler “sekonder metabolitler” olarak isimlendirilir ve
sekonder metabolizma siireci sonucunda tretilirler.

Sekonder metabolitler, bitki hiicresinin yapisinda bulunan ve devamliligin
saglanmasida temel goreve sahip olan karbonhidrat, lipid, protein ve niikleik asit gibi
birincil metabolizma iiriinlerinden farklilik gosterirler (Briskin, 2000).

Sekonder metabolitler kimyasal olarak 3 farkli grupta toplanirlar. Bunlar
terpenler, fenolikler ve alkaloitlerdir. Fitokimyasallar olarak da adlandirilan sekonder
metabolitler ilk kesfedildiklerinde bugiin hak ettikleri line kavusmus degillerdi. Ciinkii

sekonder metabolitler, kimyasal yapilarinin ve ¢esitliliginin bilinmesine ragmen pek ¢ok
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botanik¢i tarafindan, bitkiler icin Onemsiz ve hatta atik metabolitler olarak kabul
edilmisti (Hartmann, 1996). Fakat organik kimyacilar, 1850’lerden beri yaygin bir
sekilde bu {riinlerin kimyasal ozelliklerini arastrmis ve her gecen giin bu yeni
fitokimyasal tiriinlere kars1 gosterdikleri ilgiyi arttirmiglardir. Bugiinkii ¢agdas organik
kimyanin temelini teskil eden ayristirma tekniklerinin gelismesi, bu dogal iriinler
iizerine yapilmakta olan c¢aligmalar1 da tesvik etmistir. Bu c¢alismalar sonucunda
sekonder metabolitlerin bitki biinyesindeki onemli ekolojik islevi de yavas yavas
aydinlatilmaya baslanmis ve bu kimyasallarm bitkinin c¢evresiyle olan etkilesiminde
olduk¢a Onemli rolleri oldugu saptanmistir. Gelinen son noktada, sekonder
metabolitlerin bitkiyi herbivor ve patojen saldirilarina karsi korudugu, allelopatide aktif
rol oynadig1 ve palinatorleri cezp etmede 6nemli iglevlere sahip oldugu bilinmektedir
(Babaoglu, 2002). Organik Kimya alanindaki geligmelerin 15183inda sekonder
metabolitler lizerine olusan ilgi sadece akademik boyutta kalmamistir. Bu kimyasallarin
aynt zamanda boya, zamk, tutkal, parfiimeri, tatlandirict ve polimer sanayinde
kullanilmasi, onlar1 endiistriyel alanda da 6nemli kilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalar
sonucunda sekonder metabolitlerin biyolojik etkilerinin aydinlatilmasiyla birlikte bu
kimyasallar bugiin herbisit, insektisit, ila¢ ve alternatif antibiyotik ajan arastirmalarinin
odaginda yer almaya baslamistir (Buchanan, 2000). Bitkilerden elde edilen bu aktif
dogal drilinlerin biyolojik aktivitelerinin aydinlatilmasi bu alanla ilgili pek ¢ok
caligmaya 6n ayak olmustur.

Etnofarmakolojik arastrmalarin sonuglarina dayanilarak yapilan ¢aligmalarda,
bitkilerden elde edilen Oziitlerin g¢esitli biyolojik aktiviteler ile antioksidan aktiviteye

sahip oldugu ortaya konmustur.

2.2, Bitkilerin In Vitro Biyolojik Aktiviteleri

Gerek aromatik gerekse tibbi bitkilerin ¢esitli yontemlerle elde edilen 6ziitlerinin
antibakteriyel etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir (Dorman ve Deans, 2000). In vitro
ortamda yapilmis olan pek cok caligmada da cesitli bitkilerden elde edilmis 6ziitlerin
antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (S6kmen ve ark., 1999;
Nascimento ve ark., 2000; Tepe ve ark., 2004; Uysal ve ark., 2005; Sagdic ve ark.,
2008). Ogzellikle bitkisel kaynakli ugucu yaglarda bulunan o-pinen, eucalyptol,

camphor, camphene ve borneol gibi terpenlerin in vitro ortamda Staphylococcus aureus,
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Moraxella  catarrhalis, Clostridium  perfringens, Staphylacocus pneumoniae,
Mpycobacterium smegmatis gibi patojen mikroorganizmalara kars1 dnemli derecelerde
inhibisyon zonlar1 olusturduklar1 goézlenmisticr (Tepe ve ark., 2004). Ayrica Iris
germanica L. bitkisinin rizomlarindan elde edilen izoflavonoitlerin (5,7,3 -trihidroksi-
6,4°,5°-  trimetoksiflavon ve  5-hidroksi-4'-metoksi,  6,7-metilendioksiflavon)
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa tizerinde etkili olduklar1
belirlenmistir. Buxus longifolia L. bitkisi ile yapilan antibakteriyel aktivite incelemeleri
sonucunda Salmonella typhi, Shigella flexneri ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri
iizerinde etkili buxamarine, (+)-siklovirobuxeine-F bilesikleri izole edilmistir. Bu
bilesiklerin azot ihtiva eden ve steroidal yapiya sahip olduklar1 saptanmistir (Sener,
2004). Ayrica Sakarya yoresinde halk tarafindan antifungal olarak kullanilan Arum
maculatum, brongit, akne ve egzema i¢in kullanilan Datura stramonium,
yaralanmalarda kullanilan Geranium asphodeloides ve romatizma agrilarinda kullanilan
Equisetum telmateia bitkilerinin petrol eteri ekstraktlarinin patojen mikroorganizmalar
iizerinde Onemli antibakteriyel etki gosterdikleri belirtilmistir (Uzun ve ark., 2004).
Yine 2000 yilinda Israil’de yapilan benzeri bir calismada Filistin halk: tarafindan etkin
bir sekilde kullanilan 15 tibbi bitkinin, patojen organizmalara karsi antimikrobiyal
aktivitesi incelenmistir. Inceleme sonucunda Thymus vulgaris ve Thymus origanum
bitkilerinin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler {izerinde antibakteriyel etki
gosterdikleri aciklanmigtir (Essawi ve Sour, 2000). Pereira ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan yapilan baska bir ¢calismada ise Salvia officinalis’ten elde edilen ugucu yagin
iiriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilmis patojen mikroorganizmalar1 %100 inhibe
ettigi belirtilmistir.

Antibakteriyel 6zelliklerinin yani sira bitki 6ziit ve ugucu yaglarinin antifungal
aktivte gosterdikleri ortaya konmustur. Cesitli bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
Candida albicans gibi mayalar iizerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu belirtilmistir
(Tepe ve ark., 2004). Bitki 6ziitlerinin in vitro antifungal aktiviteleri iizerine yapilmis
olan bir calismada, Avena sativa (yulaf), Hedera helix (duvar sarmasigi) ve Datura
starmonium (seytan elmasi) gibi bitkilerin bitki patojeni bazi funguslar {izerinde
antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Tiirkiisay ve Onogur, 1998). 1999 yilinda
Urdiin’de yapilan bir diger calismada Bryonia syriaca ve Ononis spinosa bitkilerinden

elde edilen oziitlerin, Aspergillus flavus, Candida albicans, Fusarium moniliforme
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funguslarma kars1 antifungal ajan olarak kullanilan mikonazol nitrattan on kat daha
etkili olduklar1 bildirilmistir (Mahasneh ve E1-Oqlah, 1999).

Tibbi bitkilerin antiviral aktivitelerine iliskin de ¢ok sayida veri bulunmaktadir.
Baharat, cay ve gida olarak kullanilan pek ¢ok bitkinin ugucu yaginin yiiksek oranda
antiviral aktivite gdstermis oldugu ifade edilmektedir (Jassim ve Naji, 2003). Sanicula
europa bitkisinin rizomlarindan elde edilen sulu ekstrenin influenza-A viriisiine karsi
antiviral aktivite gosterdigi belirtilmistir (Turan ve ark., 1999). Fas’ta yapilan bir
calismada iilkedeki Arap toplumu tarafindan tibbi amach kullanilan bitkilerin herpes
viriisiine karsi etkileri aragtirilmigtir. Yapilan caliyma sonucunda halk tarafindan bronsit,
oksiiriik ve soguk alginliginda kullanilan Thymus maroccanus 'un, mide agrilar1 ve iilser
icin kullanilan Pistacia lentiscus’un Oziitlerinin herpes virlisii lizerinde oldukca etkili
olduklar1 belirtilmistir (Mouhajir ve ark., 2001). Giiney Afrika’da yapilan bir diger
calismada ise; Helichrysum aureonitens bitkisinin toprak iistii kisimlarindan izole edilen
galangin aktif maddesinin 12 pg/ml konsantrasyonda HSV-1 (herpes simpleks viriis tip
1), 47 ng/ml konsantrasyonda ise Cox Bl (koksaki B viriis tip 1) viriislerine karsi
inhibisyon etkisi gosterdigi ve 6nemli derecede antiviral aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Meyer ve ark., 1997).

Diinyanin tropikal bolgelerinde yilda en az bir milyon kisinin §liimiine neden
olan sitma hastaligina karsi insanlar bitkilerden faydalanmislardir. Yapilan ¢aligmalarla
Artemisia annua bitkisinden izole edilen artemisinin etken maddesinin sitmaya kars1
onemli aktivite gosterdigi ve tedavide kullanildig ifade edilmistir. Ayrica Avrupa’da
aromatik Ozelliklerinden dolay1 kiiltiirii yapilan A. abrotanum’dan izole edilen etken
maddelerin antimalaryal aktivite gosterdigi de belirtilmistir (Schwikkard ve Heerden,
2002).

Halk arasinda migrene karsi kullanilan ve antienflamatuvar etkisi c¢esitli
calismalarla ortaya konmus olan Tanacetum parthenium’un igerdigi bir seskiterpen
lakton tiirevi olan partenolid ve diklorometan &ziitiiniin antileyigmanyal aktivitesi
arastirtlmistir. Bu arastirmalarin sonucuna gore, partenolid 0.37 pg/ml, diklorometan
Oziiti ise 3.6 ug/ml konsantrasyonlarinda Leishmania amazonensis’in promastigot
formunu tizerinde %50 oraninda inhibisyon aktivitesi gostermistir. Elde edilmis olan bu
sonuglar antileyismanya ilaglarmin gelistirilmesinde bitkilerin 6nemli bir kaynak

olabilecegi fikrini desteklemektedir (Tiuman ve ark.,2005a; Tiuman ve ark., 2005b).
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Bitkiler antimikrobiyal aktivite gostermelerinin yani sira sitotoksik kapasiteye de
sahip olabilmektedirler. Kiv¢ak ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir caligmada
Ceratonia ciliqua bitkisinden elde edilen metanol ve su 6ziitlerinin hem antimikrobiyal
hem de sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Kiveak ve ark., 2002). Tiirkiye’de
yetigen bazi tibbi bitkilerden ve bu bitkilerin doku kiiltiirlerinden elde edilen 6ziitler ile
yapilan bir arastirmada ise, Ecbalium elaterium bitkisinin hiicre kiiltlirtinden elde edilen
Oziitiin sitotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Sokmen, 1999).

Scrophulariaceae familyasina ait olan Verbascum tiirleri yiizyillar boyunca
cesitli dahili ve harici enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir. Avrupa, Asya, Afrika
ve Kuzey Amerika’daki topluluklarin cogu da Verbascum tiirlerinin ¢esitli aktif bilesen
maddeler iceren yaprak ve c¢iceklerinin ¢esitli amaclar dogrultusunda kullandig1 rapor
edilmistir (Maurer-Grimes ve ark., 1996). Yapilan arastirmalarla Verbascum tiirlerinin
ciceginin, miisilaj, ucucu yag, hesperozit ve verbaskozit gibi flavon glikozitleri,
yapragmin ise; saponin, miisilaj, rezin ve aci maddeler ihtiva ettigi belirtilmistir
(Baytop, 1999; Tanker ve Tanker, 2003). Ayrica Verbascum tiirlerinin ¢ok genis oranda
aucubin, ajugol ve harpagozit gibi iridoid glikozitleri ile verbaskozit gibi feniletanoid
glikozitleri icerdikleri bildirilmistir. Avrupa kokenli Verbascum tiirlerinin ise iridoit,
lignan, saponin, flovanoit ve sterol icerdikleri de belirtilmistir (Akdemir ve ark., 2004).

Adi sigirkuyrugu olarak adlandirilan Verbascum thapsus™un yaprak ve cicekleri
sakinlestirici olarak ve bronsit, astim gibi solunum yolu hastaliklartyla kuru Sksiiriikte
kullanilmaktadir (Tiirker ve Camper, 2002). Anadolu’da Verbascum siniatum tiiriiniin
tohumlar1 tasidiklar1 zehirli saponinlerden otiirii balik avlamada kullanilir (Baytop,
1999). Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada V. siniatum’un halk tarafindan sarbon, fil
hastalig1, yiizeyel mantar enfeksiyonlar1 ve yaralanmalarda kullanildig1 rapor edilmistir
(Tadeg ve ark., 2005).

Verbascum bitkisinin ¢esitli tilirlerinin in vitro biyolojik aktiviteleri {lizerine
yapilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin; V. thapsus yapraklarindan elde
edilen 6ziitiin herpesvirus tip 1’e kars1 antiviral (Mc Cutcheon ve ark., 1995), metanol
Oziitliniin ise sivrisinek larvalarina karsi inhibisyon aktivitesi gosterdigi bildirilmistir
(Gross ve Werner, 1978). Ayrica Tiirker ve Camper (2002) tarafindan yapilan bir

calismada ayni bitkinin ¢esitli ¢oziiciilerle elde edilen Oziitlerinin antibakteriyel ve
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antitiimoral aktivite gdsterdigi ve bu sonuglarin V. thapsus’un halk arasinda kullanim
gerekeeleriyle parellellik gosterdigi ifade edilmistir.

Bir baska ¢alismada; Verbascum arcturus bitkisinin toprak {istii kisimlarindan
elde edilmis olan oziit Leishmania donovani’nin promastigot kiiltiiriine kars1
uygulanmis ve sonucta bu bitkinin antileyismanyal aktivite gosterdigi belirtilmistir
(Fokialakis ve ark., 2007).

Anadolu’da c¢igekleri ditiretik, ekspektoran ve sedatif amagli olarak kullanilan
Verbascum pseudoholotrichum, Verbascum cymigerum, Verbascum cholorostegium,
Verbascum linguifolium, Verbasum pellitum bitkilerinden elde edilen metanolik
oziitlerin ozellikle gram pozitif bakteriler ve mayalar {lizerinde gii¢lii antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri belirtilmistir (Diilger ve ark., 2005).

Verbascum tiilerinden V. chianophyllum, V. cilicium, V. trapifolium, V.
meinckeanum, V. lyratifolium™an, V. gypsicola, V. olympicum, V. prusianum ve V.
bombyciferum’dan elde edilen metanolik dziitlerin gram pozitif bakteriler ve mayalar
iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi yapilan caligmalarla ortaya konmustur
(Diilger ve ark., 2002; Diilger ve Goniiz, 2004; Diilger, 2006)

Magiatis ve arkadaslar1 (2001) tarafindan Verbascum undulatum bitkisinin
koklerinden ilk defa bir makrolik dimer lakton tiirevi olan verbalakton maddesi izole
edilmistir. Elde edilen bu verbalaktonun Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enteritidis gibi gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerinde onemli
derecelerde antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Giirbiiz ve arkadaglar1 tarafindan in vivo olarak ratlar iizerinde yapilan bir
calismada Verbascum cheiranthifolium Boiss. var. cheiranthifolium bitkisinin
cigeklerinin antiiilserojenik aktivite gdsterdigi belirtilmistir (Glirbiiz ve ark., 2005).

Ayrica In vivo olarak yapilan bir diger ¢alismada, Verbascum pycnostachyum
bitkisinden c¢iceklerinden elde edilen metanolik Oziitlin antienflamatuvar ve
antinociceptive etki gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bu olumlu sonug¢ bilim
adamlar1 tarafindan, bu bitkinin halk arasinda kullanimimnin bilimsel gerekgesi olarak

yorumlanmustir (Tath ve ark., 2007).
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2.3. Bitkilerin In Vitro Antioksidan Ozellikleri

Atomlardaki elektronlar orbitaller olarak bilinen enerji seviyelerinde bulunurlar.
Her bir orbital zit yonde hareket eden 2 adet elektron tutabilir ve atom ancak bu sekilde
stabilitesini koruyabilir. Ancak atom veya molekiil dig yoriingesinde bir veya daha fazla
ciftlesmemis elektron igeriyorsa bu durumda radikal adini alir. Yapisinda bulunan
ciftlesmemis elektron veya elektronlar molekiiliin kimyasal aktivitesini degistirir. Bu
serbest radikaller hiicre harabiyetine neden olan etkenlerin basinda yer almaktadir.
Serbest radikaller bir dizi reaksiyon sonucunda aktif radikallere doniiserek; doku hasari,
organ fonksiyonunun bozulmasi ve radikal hasarmma bagli hiicre oliimlerine neden
olabilmektedirler (Eryilmaz, 2001).

Aerobik organizmalarda bulunan serbest radikaller daha ¢ok oksijen radikalleri
seklindedir. Ciinkli oksijen ortamda siirekli bulunan ve elektrofilik ataklara en uygun
olan molekiildiir. Oksijenin normalde reaktif olmayan bir yapis1 vardir. Ancak in vivo
kosullarda oksidan maddelerle karsilastiginda metabolize olarak reaktif forma doniisiir
ve reaktif oksijen tiirlerini (ROT) olusturur. Siiperoksit radikali (O,") hidroksil radikali
(OH), hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (AgO,), nitrik oksit (NO’) ve peroksi
radikalleri ROT lara 6rnek olarak verilebilir (Eryilmaz, 2001).

Son zamanlarda reaktif oksijen tiirlerinin ve 6zellikle serbest radikallerin kanser
ve arterosklerozis gibi hastaliklar1 tetikledigi de kabul edilmistir (Cuendet ve ark, 1997).
Ayrica serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonu, ROT’lara bagli hiicre
harabiyetinin en Onemli nedeni olarak tanimlanmaktadir. Yag asitleri biyolojik
membranlarin 6nemli bilesenlerdir ve ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri cift
baglarindan dolay1 oksidatif hasara kars1 ¢ok hassastirlar. Bir serbest radikal membrana
yakin olustugunda, membran fosfolipitlerinin ozellikle doymamis yag asiti yan
zincirine, saldirir. Serbest radikal yan zincirdeki karbon atomlarindan birinden bir
hidrojen alarak su olusturur. Bu reaksiyon serbest radikali olusturur fakat membranda
karbon merkezli bir radikal birakir. Olusan bu radikal molekiiler oksijen ile reaksiyona
girerek bir bagka radikali meydana getirir. A¢i8a ¢ikan radikal ise hidrojen ¢ikarmak
icin komsu yag asitlerine saldirabilecek kadar aktiftir. Bu saldir1 ile karbon merkezli bir
baska radikal olusur ve bdylece zincir reaksiyonu devam eder. Lipit peroksidasyon
reaksiyonu sonucunda olusan lipit hidroperoksitler bir dizi olduk¢a kuvvetli toksik

iriinler olusturmak iizere parcalanirlar. Sonug¢ olarak lipit peroksitler, cesitli yag



22

zincirlerinde oksidasyon, membran proteinlerinde hasar ve membranda sizint1 yaratarak
membranin tamamen yikilmasma neden olurlar (Ozen, 2003).

Serbest radikalleri bertaraf ederek yarattiklar1 olumsuz etkileri ortadan kaldiran
maddeler antioksidan maddeler olarak adlandirilmaktadir. Genel olarak antioksidan
maddeler koruyucu antioksidanlar ve =zincir kirici antioksidanlar olmak iizere 2
kategoride siniflandirilabilirler. Siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve transferrin
gibi enzimler koruyucu antioksidan grubuna dahil edilirler. Radikal siipiiriicii ve lipid
peroksidasyonunu onleyici 6zelliklere sahip olan Vitamin C, vitamin E, bilirubin ve
polifenoller ise zincir kiric1 antioksidanlar grubuna girmektedirler.

Zincir kirict antioksidanlar etkilerini, oksidasyon siirecinde ortaya ¢ikmis olan
peroksil radikalleri tizerine hidrojen veya tekli oksijen atomu transfer ederek gosterirler.
Fenoliklerin de dahil oldugu pek ¢ok antioksidan madde oksidasyon siirecindeki etkisini
H atomu transfer ederek gerceklestirmektedir (Ou ve ark., 2002).

Antioksidan maddeler lipid peroksidasyonunun g¢esitli asamalarinda; lokal
oksijen konsantrasyonunu azaltma, O,  ve OH  gibi reaktif oksijen tiirlerini ortadan
kaldirma, peroksitleri parcalayarak zincir reaksiyonu olusturan radikellere
doniistimlerini engelleme, katalitik metal iyonlarin1 baglama ve baslamig olan bir
radikal zincir reaksiyonunu kirma seklinde etkilerini gdstermektedirler (Ozen, 2003).

Ozellikle sentetik antioksidan maddelerin olumsuz etkilerinden dolay1 dogal
kaynakli antioksidanlar ilgi odag1 olmustur. Bitkilerden izole edilen fenoller (flavanoid,
tokoferol), azotlu bilesikler (alkaloid, aminoasit ve aminler), karotenoidler ve askorbik
asit dogal kokenli antioksidanlar olarak kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin
kanser vb. gibi cesitli hastaliklar1 tetikleyebilecegi siiphesinden dolayi, bitkiler alternatif
antioksidan madde arastirmalar1 i¢in onemli birer kaynaktir (Velioglu ve ark., 1998).
Bitkilerden elde edilen 6ziitlerin ve ugucu yaglarin in vitro ortamda antioksidan aktivite
gosterdigine dair pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Unlii ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir ¢alismada Thymus pectinatus bitkisinden izole edilen ugucu yag ve metanolik
ekstraktin antioksidan aktivite gdsterdigi belirtilmistir (Vardar-Unlii ve ark., 2003).
Cyclotrichium origanifolium bitkisinin ugucu yag ve ¢esitli 6ziitleriyle yapilmig olan
antioksidan aktivite arastirmasinda ise bitkinin polar dziitlerinin non-polar olanlara gore
daha yiiksek oranda antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (Tepe ve ark., 2004).

Kosar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada Rhus coriaria (sumak) bitkisinin
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meyvelerinin fenolik, tanen ve antosiyanin igerdigi ve bu maddelerin énemli oranda
antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (Kosar ve ark., 2002). Sar1 kantaron veya
binbirdelik otu olarak adlandirilan Hypericum perforatum bitkisinin metanolik 6ziitiiniin
antioksidan aktivitesi ve fenolik icerigi arastirilmigtir. Caligmanin sonucunda bitkinin
icerdigi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu ve fenolik madde
iceriginin arttig1 oranda antioksidan aktivitenin de arttigir bildirilmistir (Meral ve
Konyalioglu, 2002).

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarmin yani swra c¢esitli Verbascum tiirlerinin
oOziitleri antioksidan aktivite agisindan da arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir.
Ornegin Verbascum densiflorum bitkisinin metanolik ekstraktinin oldukca giiglii bir
radikal siipiiriicli etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmayla belirlenmistir (Mariassyova ve
Hielerova, 2004). Diger bir calismada ise Verbascum lesianthum’dan izole edilen ve bir
iridoid glikoziti olan harpagozit ve feniletaloid glikoziti olan pulimozit kimyasallarinin
onemli derecede radikal siipliriici ajan olarak antioksidan aktivite gosterdikleri

belirtilmistir (Akdemir ve ark., 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze (Sigirkuyrugu) Bitkisinin

Toplanmasi ve Teshisi

Tez kapsaminda kullanilan bu bitkinin lokalitelerinin Cevlik ve Batiayaz
(Samandag-Hatay) oldugu belirlendikten sonra bu lokalitelerden Haziran-Temmuz
(2007) aylarinda bitkisel materyal toplanmistir. Bitkinin teshisi Davis’e gore Dr.
Hikmet Yolcu tarafindan yapilmistir. Buna gore bitkinin Verbascum pinetorum (Boiss.)

O. Kuntze oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Verbascum pinetorum (Boiss.) O. Kuntze bitkisinin fotografi

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calisma kapsamindaki antimikrobiyal aktivite deneylerinde 14 adet bakteri ile 1
adet fungus kullanilmistir.
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Antimikrobiyal aktivite caligmasinda kullanilan gram pozitif bakterilerden
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Listeria monocytogenes
ATCC 7644 ve gram negatif bakterilerden Escherichia coli O157 H:7, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella typhi NCTC 8394 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji laboratuvarindan, gram pozitif bakterilerden Enterococcus gallinarium CDC-
NJ-4, Enterococcus faecium NIJ-1 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinden ve gram negatif bakteriler Escherichia
coli ATCC 35218, Haemophilus influenzae ATCC 49247 ile Candida albicans ATCC
10231 fungusu Ege Universitesi T1p Fakiiltesinden temin edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitkinin Kurutulmasi ve Oziitleme islemleri

Batiayaz ve Cevlik civarindan toplanan V. pinetorum bitkisinin toprak istii
kisimlar1 gdlge ve hava akimmin bulundugu bir ortamda kurutulmustur. Kurutulan
bitkisel materyal kiigiik pargalara ayrildiktan sonra ogiitiicii (Premier—PRG 742)
yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz halindeki materyalden 20 gram tartilarak
kartuslara yerlestirilip Soxholet apareyinde oOziitleme islemlerine tabi tutulmustur.
Oziitleme islemleri artan polariteye gore oziitleme ve direkt metanol dziitlemesi olacak
sekilde yapilmistir (Tepe, 2002; Diilger, 2004).

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal ¢oziiclilerin tamami1 Merck’ten temin

edilmis olup tiim deneysel ¢alismalar en az {iger tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Artan Polariteye Gore Oziitleme

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda kullanilmak {izere bitkisel materyal artan
polariteye gore Oziitlenmistir. Bu amagla hazirlanan kartuslar Soxholet apareyine
yerlestirilerek 250 ml hexan ile 18 saat boyunca Oziitlenmistir. Hexan 6ziitlemesinin
ardindan bitkisel materyal diklorometan ile 6 saat boyunca oOziitlenmistir. Bu
oziitlemelerin ardindan bitkisel materyalin igermis oldugu non-polar kisimlar hexan ve

diklorometan ¢dzgenlerinin igerisine alinmistir. Diklorometanla yapilan 6ziitlemenin
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ardindan bitkisel materyal 6 saat siireyle metanol ile Oziitlenmistir. Metanol
oziitlemesinden sonra elde edilen yapiskan 6ziit kloroform ve su fazma alinmistir. Bu
sayede polar ve non-polar fazlar kademeli olarak elde edilmistir. Bu yontemle elde

edilen 6ziitler +4 °C’de saklanmustur.

3.2.1.2. Direkt Metanol Oziitlemesi

Bitkisel toz materyal (20 gr) igeren kartuslar soxholet apareyine yerlestirilerek
250 ml metanol ile antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilmak {izere 24 saat
boyunca oziitlenmistir. Ayrica antioksidan aktivite tayini icin, bitkisel materyal ayni
yontemle 8§ saat boyunca metanolde 6ziitlenmistir.

Bu yontemlere gore elde edilmis olan oziitler IKA marka doner buharlastiricida
solventin kaynama noktasinin altinda ve yiiksek vakum uygulanarak ugurulmustur.

Sonugta elde edilen oziitler +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri
3.2.2.1. Bitki Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri I¢in Hazirlanmasi

Buharlagtirmanin ardindan antimikrobiyal aktivite tayini i¢in artan polariteye
gore elde edilmis olan oziitler (hekzan, diklorometan, kloroform) ve direkt metanol
Oziitli, dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde son konsantrasyonu 200 mg/ml olacak
sekilde c¢oziilmiistiir. Oziitlerin apolar kisimlar1 ise distile su igerisinde son
konsantrasyonu 200 mg/ml olacak sekilde ¢oziilmiistiir (Tepe, 2002; Diilger, 2004). Bu
sekilde hazirlanmig olan oOziitler koyu renkli ve kapakli siselerin igerisinde

antimikrobiyal aktivite deneyleri yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

V. pinetorum bitkisinden elde edilmis olan 6ziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri
disk diffuzyon yontemi ile belirlenmistir. Bu yonteme gore calismada kullanilan
standart bakteri suslar1 Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde bir gece 37 °C’de ve
maya susu ise Saboroud Dextroz Broth (SDB) besiyeri ierisinde bir gece 30 °C kiiltiire
alinmustir. Izotonik sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi kullamilarak kiiltiirlerin 0.5 Mc
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farland ayarmna uygun silispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanmig olan
bakteri silispansiyonlar1 MHA besiyerlerine, maya ise SDA besiyerine inokiile
edilmistir. Inokiilasyonun ardindan petri plaklarinin yeterince kurumasi saglandiktan
sonra steril bos disklere 50ul 6ziit (10 mg/disk) emdirilerek (Shtayeh ve ark., 1998) kat1
agar iizerine yerlestirilmistir. Disklerin petrilere yerlestirilmelerinin ardindan plaklar +4
%C’de 2 saat bekledikten sonra bakteriler 37 °C’de 24 saat, mayalar ise 30 C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan olusan zon caplar1 (mm) Olciilerek

kaydedilmistir (NCCLS, 1999).

3.2.3. Antioksidan Aktivite Deneyleri

Bitki oOziitleri gibi pek c¢ok kompleks icerigin antioksidan aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Bu ¢esitli yontemlerden sadece
bir tanesini uygulayarak oziitliin veya kompleks karisimin olas1 antioksidan aktivitesini
belirlemek miimkiin degildir. Ciinkii sadece bir yontem antioksidan aktivite gosteren bir
maddenin tiim olas1 etki mekanizmalarini belirlemek i¢in yeterli degildir. Bu dogrultuda
V. pinetorum’dan elde edilen metanolik 6ziitlin antioksidan aktivitesi iki komplementer
yontem olan DPPH (2,2-Difenilpikrilhidrazil) ve beta-karoten renk agilim test yontemi
ile belirlendi (Tepe ve ark., 2006).

3.2.3.1. Bitki Oziitlerinin Antioksidan Aktivite Deneyleri i¢cin Hazirlanmasi

Sekiz saatlik metanol Oziitii, 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) yonteminde
kullanilmak {izere ¢esitli konsantrasyonlarda olacak sekilde metanolde ¢oziilerek koyu
renkli siselerde +4°C’de ¢alisma anina kadar saklanmistir.

Beta-karoten renk acilim yontemi i¢in de V. pinetorum bitkisinin sekiz saatlik
metanol Oziitii kullanilmistir. Metanol doner buharlastiricida ugurulduktan sonra elde
edilen 6ziit 2 g/L konsantrasyonunda olacak sekilde etanol igerisinde ¢oziilerek koyu

renkli siseler igerisinde +4°C’de deney anma kadar saklanmustir.
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3.2.3.2. DPPH Yontemi

DPPH antioksidan aktivite belirleme yontemi Burits ve Bucar’dan (2000)
modifiye edilerek uygulanmistir. Bu test yontemi kararli serbest radikal 2,2-
difenilpikrilhidrazilin (DPPH) elektron veya hidrojen atomlar1 veren bir antioksidan
varliginda bu kimyasal tarafindan siipiiriilmesi ile karakteristik mor rengin a¢ilmasinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir. Dolayisiyla antioksidan madde
ne kadar giiclii etki gosterirse, DPPH’nin mor renginin o derece agilmasi beklenir. Bu
test yonteminde V. pinetorum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin metanolik 6ziitliniin
cesitli derisimlerde metanol icinde hazirlanmis olan c¢ozeltileri kullanilmistir. V.
pinetorum Oziitliniin ¢esitli derisimlerdeki ¢ozeltilerinin 50 pL’si 5 mL %0.004’liik
metanolik DPPH (Sigma) ¢ozeltisi ile karigtirilmis ve daha sonra karanlikta 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan &rneklerin absorbansi 517 nm’de dlgiilerek
bos kontrole (50 pL metanol) karsi degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak
biitillenmis hidroksi toluen (BHT) (Sigma) ve askorbik asit (Sigma) kullanilmistir.
Oziitiin, bos kontrol testleri ve pozitif kontrollerin absorbans degerleri kullanilarak
DPPH’nin % inhibisyonu asagidaki formiile gore degerlendirilerek sonuclar grafige

almmustir.

% Inhlblsyon = ( Axontrol — AOrnek) / Akontrot X 100

3.2.3.3. Beta-Karoten Renk A¢ilim Testi

Bu yontem beta-karoten linoleik asit soliisyonundaki linoleik asidin
oksidasyonu sonucunda, beta-karotenin tipik sar1 renginin agilmasi ve bu renk
degisikliginin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi temeline dayanir.

Beta-karoten renk a¢ilim testi Dapkevicious ve arkadaslar1 (1998) tarafindan
onerildigi sekilde uygulanmistir. Buna gore; antioksidan aktivitesi belirlenecek olan V.
pinetorum bitkisinin metanolik 6ziitii ve pozitif kontroliin etanol igerisinde
konsantrasyonu 2 g/L olacak sekilde test 6rnekleri hazirlanmistir. 0.5 mg beta-karoten 1
mL kloroform igerisinde ¢oziildiikten sonra icerisine 200 mg tween 80 (Merck) ile
emiilsiyon haline getirilmis olan 25 pL linoleik asit (Sigma) eklenmistir. Bu karigim

iyice calkalandiktan sonra déner buharlastiricida 50 °C kuvvetli vakum altinda
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kloroformu ugurulmustur. Kloroformu ugurulmus beta-karoten linoleik asit soliisyonu
iizerine, linoleik asitin oksidasyonunu saglayacak ve yarim saat boyunca oksijene
doyurulmus olan sudan 100 mL eklenmis ve 1 dakika boyunca kuvvetli bir sekilde
karistirilmistir. Bu asamanin sonunda sar1 renkli beta-karoten linoleik asit test ¢ozeltisi
elde edilmistir. Bir test tiipli icerisinde bu ¢ozeltinin 250 pL’si lizerine 35 pL oziit
eklendikten sonra test tiipleri oda 1sisinda 50 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.
Belirli araliklarla 6ziitiin ve kontrol gruplarinin absorbansi 490 nm dalga boyunda
Biospec-mini Shimadzu marka spektrofotometre ile Sl¢iilmiistiir. Bos kontrol olarak
etanol (35 pL) ve pozitif kontrol olarak da BHT (biitillenmis hidroksi toluen) kullanildi.
Deneyin sonucunda zamana baglh olarak linoleik asit oksidasyonunun % inhibisyon

degeri asagidaki formiile gére hesaplanarak grafige gecirilmistir.

% Inhlblsyon = ( Axontrol — AC)rnek) / Akontrot X 100
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Yapilan ¢alismada V. pinetorum (Sigirkuyrugu) bitkisinin toprak {istli kisimlar1
artan polariteye gore ve direkt metanol (24 saat) ile Oziitlenmistir. Elde edilen bu
Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemine gore arastirilmistir. Ayrica
V. pinetorum’un 8 saatlik metanol ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilmis olan 6ziitiin
de DPPH ve beta-karoten renk acilim testi yOntemleriyle antioksidan aktivitesi

belirlenmeye caligilmisltir.

4.1. Oziit Verimleri

V. pinetorum bitkisinden elde edilen 6ziitlerin verimleri (g/kg) Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. V. pinetorum bitkisinin 6ziit verimleri (g/kg)

Oziit Tipi Verim g/kg
Hekzan 23.64
Diklorometan 7.40
Metanol/ Kloroform 7.19
Metanol/ Su 140.67
Direkt Metanol 269.26

Oziitleme ¢aligmalar1 sonucunda en yiiksek verim metanol ekstraksiyonundan
elde edilmistir. Almis oldugumuz bu sonug¢ suda ¢dziinmeyen maddelerin biiyiik bir
kisminin hekzan ve diklorometanla yapilan 6ziitleme ile ¢iktig1 ve son asamada metanol
ile yapilan 6ziitleme sonucunda geriye apolar maddeler ile birlikte biiylik oranda polar

maddelerin kalmig olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Tepe, 2002).
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar
4.2.1. Antifungal ve Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Antibiyotiklerden tetrasiklin, ampisilin, penisilin, eritromisin, norfloksasin,
kloramfenikol, rifampisin, trimetoprim sulfometazol, neomisin, streptomisin ve
antifungal ajanlardan nistatin pozitif kontrol olarak, test kosullarinm NCCLS kriterlerini
sagladigimi gostermesi bakimidan disk diflizyon yontemiyle standart bakteri suslarina
kars test edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Ayrica DMSO’nun hicbir test mikroorganizmasi iizerinde inhibisyon etkisi

gostermedigi belirlenmistir.

4.2.2. Artan Polarite Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Artan polarite Oziitlemesi sonucunda elde edilen Oziitlerin disk diflizyon
yontemine gore gostermis olduklari antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 4.3.’de
verilmistir.

V. pinetorum bitkisinde elde edilen hekzan, diklorometan, metanol/su ve
metanol/kloroform 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitesi, 8 adet gram pozitif, 6 adet gram
negatif bakteri ile bir adet maya olmak {izere toplam 15 patojen mikroorganizma
iizerinde incelenmistir. Bu sonuglara gdre her bir 6ziitiin en az bir mikroorganizma
iizerinde aktivite gosterdigi bulunmustur. Metanol/kloroform 6ziitii, S. aureus ATCC
29213 (Sekil 4.1.), S. aureus 25923, B. subtilis ATCC 6633, H. influenzae ATCC
49247, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 10231 mikroorganizmalari
iizerinde, 10 mm ile 14 mm arasinda zon c¢api olusturan en etkili 6ziit olmustur.
Metanol/su 6ziitii ise ikinci en yiiksek aktiviteyi gosteren 0ziit olarak belirlenmistir.

En diislik antimikrobiyal aktivite hekzan 6ziitiinde alinmistir. Hekzan 6ziitliniin
sadece P. aeruginosa ATCC 27853 ve B.subtilis ATCC 6633 mikroorganizmalari
iizerinde aktivite gdsterdigi bulunmustur. Bunun yani sira diklorometan 6ziitiiniin, S.
aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 fizerinde ¢esitli derecelerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. V. pinetorum "un hekzan, diklorometan, metanol/kloroform ve metanol/su

(artan polariteye gore) oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi '
'Zon ¢aplari disklerin (6 mm) ¢apini igerecek sekilde Slgiimler almmustir.

2Test edilmedi.

Mikroorganizmalar

Oziit Tipleri

Hekzan

Diklorometan

Metanol

CHCL;

H,O

S. aureus ATCC 29213

10

13

11

S.aureus ATCC 25923

15

10

B. subtilis ATCC 6633

10

11

E. gallinarium CDC-NJ-4

E. faecium NJ-1

E. faecalis ATCC 29212

S. pyogenes ATCC 19615

L. monocytogenes ATCC 7644

E. coli O 157 H:7

E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 35218

S. typhi NCTC 8394

H. influenzae ATCC 49247

12

14

P. aeruginosa ATCC 27853

11

16

C. albicans ATCC 10231

12

Calismada gram negatif bakterilerden E. coli O157 H:7, E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218, S. typhi NCTC 8394 ve H. influenzae ATCC 49247, gram pozitif bakterilerden
ise E. gallinarium CDC-NJ-4, E. faecium NJ-1, E. faecalis ATCC 29212 ve S. pyogenes
ATCC 19615 bakterileri ¢aligilan 6ziitlere kars1 direngli olarak tespit edilmistir.

Tiim o6ziit tiplerinin sadece B. subtilis ATCC 6633 {izerinde degisen oranlarda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica yapilan literatiir ¢aligmalarinda
Verbascum tiirlerine ait artan polarite seklinde bir 6ziitlemeye ve bu 6ziitlerin antimikrobiyal

etkilerinin belirlenmesi ¢aligmasina rastlanilmamastir.



Sekil 4.1. V. pinetorum’dan elde edilen oziitlerin S. aureus ATCC 29213 bakterisi
iizerinde disk diflizyon yontemi ile belirlenen antimikrobiyal aktivitesi
1-Hekzan 6ziitii; 2- Metanol/Kloroform 6ziitii; 3-Diklorometan 6ziitii; 4- Direkt
Metanol Oziitii; 5- Metanol/ Su 6ziitii

4.2.3. Direkt Metanol Oziitiiniin Antimikrobiyal Aktivitesi

V. pinetorum bitkisinden elde edilen 24 saatlik metanol Oziitiiniin disk diflizyon
yontemine gore alinan antimikrobiyal aktivite sonuclar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda V. pinetorum’™un metanolik 6ziitii S. aureus ATCC 29213,
S. aureus ATCC 25923 ve B. subtilis ATCC 6633 olmak iizere li¢ gram pozitif, H. influenzae
ATCC 49247, P. aeruginosa ATCC 27853 olmak iizere iki gram negatif ve C. albicans
ATCC 10231 mayast olmak iizere 6 adet mikroorganizma flizerinde cesitli derecelerde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Metanolik 6ziitiin en yliksek antimikrobiyal aktivitesi 17 mm’lik zon capiyla H.
influenzae ATCC 499247 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterileri lizerinde gozlenmistir.
Oziitiin gram pozitif bakterilerden S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923 ve B.
subtilis ATCC 6633 iizerinde daha diisiik zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. V. pinetorum’un direkt metanol 6ziitliniin disk diflizyon yontemi ile

belirlenen antimikrobiyal aktivitesi'.
'Zon ¢aplari disklerin (6 mm) ¢apmi igerecek sekilde dlgiimler alinmustir.

Mikroorganizma Inhibisyon Mikroorganizma Inhibisyon
zonu (mm) zonu (mm)

S. aureus ATCC 29213 10 E. coli O 157 H:7 -

S.aureus ATCC 25923 11 E. coli ATCC 25922 -

B. subtilis ATCC 6633 8 E. coli ATCC 35218 -

E. gallinarium CDC-NJ-4 - S. typhi NCTC 8394 -

E. faecium NJ-1 - H. influenzae ATCC 49247 17

E. faecalis ATCC 29212 - P. aeruginosa ATCC 27853 17

S. pyogenes ATCC 19615 - C. albicans ATCC 10231 10

L. monocytogenes ATCC 7644 -

V. pinetorum’dan elde edilen metanolik 6ziit S. fyphi NCTC 8394, E. coli ATCC
35218, E. coli ATCC 25922, E. coli O157 H:7, L. monocytogenes ATCC 7644, S. pyogenes
ATCC 19615, E. faecalis ATCC 29212, E. faecium NIJ-1, E. gallinarium CDC-NJ-4
bakterileri lizerinde herhangi bir aktivite gostermedigi belirlenmistir.

Literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda farkli Verbascum tiirlerinin metanolik
Oziitlerinin gram pozitif, gram negatif bakteriler ile ¢esitli mayalar lizerinde farkli oranlarda
antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir. Diilger ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
Verbascum’un farkl: tiirleriden elde edilen metanolik Oziitlerin gram pozitif bakterilerden S.
aureus, B. cereus, L. monocytogenes, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis ve
funguslardan C. albicans, Kluyveromyces fragilis ve Rhodotorula rubra’ya karsi cesitli
derecelerde antimikrobiyal etki gosterdiklerini ancak Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa gibi gram negatif mikroorganizmalarimn iizerinde herhangi
bir antimikrobiyal etki gostermediklerini bildirmistir (Diilger ve ark., 2002; 2004; 2005;
2006). Bir baska calismada V. phoenicum’un koklerinden elde edilen metanolik 6ziitiin C.
albicans, yapraklardan elde edilen metanolik 6ziitiin ise S. aureus bakterisi lizerinde 6nemli
derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Maurer-Grimes ve ark., 1996).
Barbour ve arkadaslar1 (2004) V. leptostychum’un E. coli, Proteus spp., P. aeruginosa,
Shigella dysenteriae, Salmonella. enteritidis, S. typhi gibi gram negatif ve S. aureus,

Streptococcus faecalis gibi gram pozitif bakteriler ve C. albicans fungusu tlizerinde %99.9
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oraninda antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmistir. Ayrica V. georgicum’un metanolik
ekstraktinn E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans izerinde antimikrobiyal aktivite
gostermedigi, fakat S. aureus lizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Keles
ve ark., 2005). V. siniaticum’un metanol 6ziitli ile yapilan bir diger calismada bu 6ziitiin P.
aeuruginosa ve S. aureus bakterleri lizerinde antimikrobiyal aktivite gdsterdigi ancak E. coli
tizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi bildirilmistir (Tadeg ve ark.,
2005).

Iki ayr1 dziitlemenin sonuglar1 karsilastirildiginda, her iki yontemin 6ziitlerinin ayni
mikroorganizmalar iizerine etkili oldugu goriilmistiir. Fakat direkt metanol 6ziitiiniin gerek
etkiledigi mikroorganizma sayisi, gerekse olusturdugu zon ¢ap1 biiyiikliigii agisindan diger
Oziitlere oranla daha etkili oldugu goriilmektedir. Ayrica oziitlerin hem bakteriler hem de
fungus {lizerinde antimikrobiyal aktivite gOstermesi V. pinetorum’un farkli etki
mekanizmalarina sahip farkli antimikrobiyal bilesenler icerdigini ortaya koymaktadir.

Artan polariteye gore yapilan Oziitleme yonteminde amag bitkinin icerdigi polar ve
non-polar bilesenleri kademeli olacak sekilde birbirinden aymrarak, olasi antimikrobiyal
aktiviteden sorumlu maddelerin hangi kimyasal yapida olabilecegini (polar veya non-polar)
belirlemekti. Fakat elde edilen sonuglar dogrultusunda hem polar (metanol/su) hem de non-
polar (hekzan, diklorometan, metanol/kloroform) &ziitlerinin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica direkt metanol Oziitiiniin diger Oziitlere gore daha ¢ok
sayida mikroorganizma {izerinde etkili olmasi ve daha genis capli inhibisyon zonlar1
olusturmasi, bitki yapisinda bulunan polar ve non-polar bilesenlerin bir arada sinerjistik etki
gostererek daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir. Benzer
sekilde Cowan (1999), bitkilerden antimikrobiyal aktiviteye sahip tannin, polifenol, terpenoid,
saponin, lakton ve flavonlarin izole edildigini bildirmistir. Ayrica kimyasal agidan tek bir
etken maddeye dayanan sentetik ilaglarin aksine bitkisel Oziitlerin icerdigi c¢esitli
kimyasallarmn sinerjistik etki yaparak hastaliklarm tedavisine olumlu katki sagladigi da rapor
edilmistir. Bitki kimyasallarinin sinerjistik ve birden farzla farmakolojik etki gostermelerinin
gerekcesi olarak da bu kimyasallarin bitki savunma sistemindeki yeri isaret edilmektedir
(Briskin, 2000). S6z konusu bitki kimyasallarmin sekonder metabolitler oldugu bilinmektedir
ve bunlarin bitki savunma sisteminde patojenlere karst olduk¢a 6nemli roller iistlendikleri ve
bitkiyi bu zararlilara karsi ¢esitli yollarla koruduklari belirtilmistir (Hartmann, 1998).

Calismamizin sonucunda V. pinetorum’un metanolik ekstraktinin S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 10231, P. aeoruginosa ATCC 27853 ve B.
subtilis ATCC 6633 lizerinde antimikrobiyal etki gdsterdigi bulgusu diger Verbascum tiirleri

ile yapilmis ¢aligmalarin sonuglar: ile paralellik gostermektedir. Ayrica literatiirde herhangi
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bir Verbascum tiirii ekstraktinin H. influenzae ATCC 49247 bakterisi lizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle H. influenzae
ATCC 49247 ile ilgili olarak elde etmis oldugumuz antimikrobiyal aktivite sonuglar literatiir
acisindan ilk kayit olacaktir.

Verbascum cinsinden antimikrobiyal Ozelliklere sahip verbaskozit ve iridoit
glikozitleri, saponin ve flovanoidler izole edilmistir (Klimek ve ark., 1992). Verbaskozitin
gram pozitif bakteriler iizerinde digerlerine gore daha yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Calis, 2001). Bu nedenlerden dolayir ¢alisma materyali olan V.
pinetorum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesinin muhtemelen yukarida belirtilen bu etken

madde gruplarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. Antioksidan Aktivite Sonuclar
4.3.1. DPPH Yontemi

Bu yontem kararli bir serbest radikal olan DPPH’nin metanolik ¢dzeltisinin hidrojen
iceren bir antioksidan madde varliginda ve 517 nm’deki rediiksiyonuna dayanan bir

yontemdir (Burits ve Bucar, 2000).

DPPH- + Antioksidan— H —— DPPH — H + Antioksidan~

Materyal ve yontem bdliimiinde ayrintilariyla anlatilan yontem izlenerek; kararl
DPPH radikalinin V. pinetorum bitkisinden elde edilen metanolik 6ziitiin varligindaki
davranis1 incelenmistir. Elde edilen metanolik 0Oziitiin ve pozitif kontrollerin (BHT ve
askorbik asit) stok c¢oOzeltilerinden hazirlanan farkli derisimlerdeki Oziitiin ve pozitif
kontrollerin %0.004 ‘liik DPPH ¢06zeltisinin rengini agma kapasitesi % inhibisyon olarak
degerlendirilmistir. V. pinetorum’un metanolik 6ziitii ile BHT ve askorbik asitin cesitli

derisimlerine kars1 % inhibisyon grafikleri Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.2. V. pinetorum’un metanolik Oziitiiniin ¢esitli derisimlerine karsi1 DPPH’nin %
inhibisyon grafigi

Bu sonuglar dogrultusunda V. pinetorum un metanolik 6ziitiiniin kontrol gruplar1 olan
askorbik asit ve BHT ye oranla ¢ok daha yiiksek bir derisimde, DPPH’yi %100 inhibisyona
ugrattig1 goriilmektedir. Ayrica V. pinetorum 0ziitii ve kontrol gruplarinin DPPH’nin %50
(ICs¢) inhibisyonuna neden olan derigimleri de belirlenerek Sekil 4.5°te karsilastirmali olarak

grafik seklinde verilmistir.

Oziit ve pozitif kontrollerin %100 inhibisyon saglayan derisim degerlerine paralel
olarak, %50 inhibisyon saglayan derisimler incelendiginde yine V. pinetorum’un ICs
degerinin pozitif kontrollere oranla oldukc¢a yiiksek oldugu (yaklasik 14 mg/ml)
goriilmektedir. Oziitin ardindan BHT’nin en yiiksek ICso degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Askorbik asitin ise oldukca gii¢lii bir antioksidan aktivite gdstermesinden
dolayi, kararli bir radikal olan DPPH’nin aktivitesini (V. pinetorum ve BHT’ye gore) cok
daha diisiik derisimlerde inhibe ettigi goriilmektedir (ICso: 0-2 mg/ml) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. BHT ’nin ¢esitli derisimlerine karst DPPH’nin % inhibisyon grafigi
yon gralig
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Sekil 4.4. Askorbik asitin ¢esitli derisimlerine karst DPPH’nin % inhibisyon grafigi
yon gralig
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Sekil 4.5. BHT, V. pinetorum ve askorbik asitin DPPH testinde %50 inhibisyon
saglayan derigimleri

4.3.2. Beta-Karoten Renk A¢ilim Testi

Beta-karoten linoleik asit test sistemine oksijene doyurulmus suyun eklenmesi linoleik
asitin peroksidasyonuna ve dolayisiyla beta-karotenin renginin zamana bagli olarak
acilmasina neden olmustur. Beta-karotenin renginin a¢ilmasinin linoleik asidin oksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan konjuge dienler ve diger ugucu bozunma {iriinlerinden
kaynaklanmaktadir (Dapkevicious, 1998). Zamana bagli olarak beta-karotenin renginde
meydana gelen degisimler 490 nm dalgaboyunda spektrofotometreyle olgiilerek absorbans
degerleri belirlenmistir. Pozitif kontrol olan BHT ve oziitten elde edilen absorbans degerleri
bos kontrole karsi degerlendirilerek linoleik asitin oksidasyonu iizerindeki % inhibisyon
degerleri hem BHT hem de 06ziit i¢in grafige gecirilmistir (Sekil 4.6.). Degerlendirme
sirasinda beta-karotenin agik sar1 olan renginin korunmasi pozitif aktivite degeri olarak
degerlendirilmistir.

Beta-karoten renk acilim testinin sonuglarma gore V. pinetorum’un metanolik 6ziitii
reaksiyonun basladigi ilk on saatlik siire igerisinde hizla artan ve neredeyse pozitif kontrole
esdeger oranda bir inhibisyon gdstermistir. Ilerleyen saatlerde 6ziit BHT den biraz diisiik

seviyede olmasina ragmen yine de giiclii sayilabilecek bir inhibisyon saglamistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. V. pinetorum ve BHT ye ait beta-karoten linoleik asit test sistemindeki
linoleik asitin zaman bagli olarak % inhibisyonu

Bitkilerden elde edilen bazi feniletanoid glikozitlerinin in vitro kosullarda oldukga
giiclii antioksidan aktivite gdsterdikleri ve 6zellikle yapisinda caffeic asit ve ferulic asit gibi
fenolik asitler iceren feniletanoid glikozitlerin giiclii antioksidan aktivite gosterdikleri rapor
edilmistir (Calis, 2001). Cuendet ve arkadaslar1 (1996) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise
Fragraea blumei bitkisinden elde edilen 6zellikle hidrokinon igeren iridoit glikozitlerinin de
giiclii bir sekilde antioksidan aktivite gdsterdigi belirtilmistir. Daha once de belirtildigi gibi
Verbascum cinsinden izole edilmis flovanoit, feniletanoid ve iridoit glikozitleri bulunmaktadir
(Klimek ve ark., 1992). Ozellikle de iridoit glikozitlerinin Scrophulariaceae familyasmin
iiyeleri arasinda olduk¢ca yaygin oldugu ve kemotaksonomik bir belirte¢ olarak bu
kimyasallarin 6nemli oldugu Akdemir ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilmis calismalarda
belirtilmistir. V. pycnostachyum ile yapilan bir calismada bu bitkinin metanolik 6ziitiinin
iridoit glikozitlerinden okubin, ajugol, ajugozit ve harpagozit icerdigi, feniletanoit
glikozitlerinden verbaskozit icerdigi ve bu glikozitlerden harpagozit ve verbaskozitin
konsantrasyona bagli olarak DPPH iizerinde inhibisyon gosterdigi bildirilmistir (Tath ve ark.,
2007). Bir diger calismada V. lesianthum’um koklerinden izole edilen harpagozit (iridoit
glikoziti) ve poliumozitin (feniletanoid glikoziti) giiclii antioksidan aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Akdemir ve ark., 2004). Ayrica V. salviifolium’dan da elde edilen glikozitlerin
DPPH yontemi ile giiclii antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Akdemir ve ark.,
2004).
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Yapilan ¢alisma sonucunda V. pinetorum bitkisinin metanolik Oziitiiniin antioksidan
aktivitesinin diger arastirmacilarm elde etmis olduklar1 bulgularla paralel sonuglar gosterdigi
bulunmustur. V. pinetorum’un da bu cinsin diger iiyeleri gibi ¢esitli glikozitler icerebilecegi
ve goOstermis oldugu antioksidan aktivitenin de bu kimyasallardan kaynaklanabilecegi

diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisinde ve/veya onleyici tedavide kullanilan pek
cok bitkinin in vitro ortamda antimikrobiyal aktivite gosterdigi yapilan c¢aligmalarla tespit
edilmistir. In vitro ortamlarda elde edilmis olan bu Onemli sonuglar Ozellikle cesitli
enfeksiyonlara bagli olarak gelisen hastaliklarin tedavisinde bitkilerin kullanimmin hakl
gerekeesini agiklamaktadir.

20. yiizyilin ortasmdan giiniimiize degin hizla gelisen ve mikroorganizmalar arasinda
genetiksel aktarim yoluyla yayilan bakteriyel diren¢ bilim adamlarmin alternatif
antimikrobiyal madde arastirmalarina odaklanmalarini zorunlu kilmaistir.

Antimikrobiyal aktivite gosteren bitkisel kokenli kimyasallarin mikroorganizmalari
sentetik kematerapotiklerden daha farkli mekanizmalarla inhibe ettikleri bildirilmistir. Farkli
etki mekanizmasinin bir sonucu olarak o6zellikle antibiyotiklere karsi direng gelistirmis
mikroorganizmalarin bu kimyasallar tarafindan in vitro ortamda inhibe edildigi ¢aligmalarla
ortaya konmustur.

Bir Hatay endemigi olan V. pinetorum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amaci ile yapilan ¢aligmada bitki 6ziitlerinin bazi gram pozitif ve gram negatif bakterilerle C.
albicans iizerinde antimikrobiyal aktivite gdsterdigi saptanmistir. Oziitlerin hem bakteriler
hem de bir fungus iizerinde aktivite gdstermis olmasi bitkinin igeriginde bulunan
antimikrobiyal maddelerin ¢ok cesitli olabilecegini diisiindiirmektedir. Calisma sonucunda
Verbascum bitkisinin diger tiirleriyle yapilmis olan antimikrobiyal aktivite sonuglariyla
paralel bulgular elde edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testlerinin yani sira V. pinetorum’dan elde edilen metanolik
Oziitlin antioksidan aktivitesi de beta-karoten renk acilim testi ve DPPH yOntemleriyle
belirlenmistir. Yapilan antioksidan aktivite testlerinden beta-karoten renk acilim testi
sonuclarina gore V. pinetorum’un metanolik 6ziitii ¢aligmada kullanilan pozitif kontrol BHT
ile neredeyse esit derecede antioksidan aktivite gostermistir.

Bu sonuclar dogrultusunda V. pinetorum bitkisinin ¢esitli oziitleriyle yapilmis olan
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinin sonuglart umut verici kabul edilmekle
beraber bu aktivitelerden sorumlu fonksiyonel sekonder metabolit grup veya gruplarin neler
oldugu iizerine net veriler ortaya koyamamaktadir. Bu nedenle daha ayrintili kimyasal
analizlerle bitkinin kimyasal yapismin aydimnlatilmasi, antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteye neden olan etken madde gruplarinin saflagtirilmas: onerilmektedir. Ayrica yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda V. pinetorum bitkisi ile ilgili herhangi bir biyolojik aktivite
veya kimyasal analiz sonucuna ulasgilamamis olmasi da bu durumun gerekliligini

desteklemektedir.
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