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OZET

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita Bitki Ekstrelerinin
Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi

Yiksek Lisans Tezi
Mehmet Kadir ERDOGAN

Damigman: Prof. Dr. Giyasettin BAYDAS

Bingol Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Bu calismada Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri g¢esitli yontemler kullanilarak incelendi. Bu amagla, bitki kurutulup
ogiitiildiikten sonra toprak iistii kisminin ektraksiyonu ¢oziicii olarak aseton, etil asetat,
diklorometan, metanol ve saf su kullanilarak ayri1 ayri yapildi. Yaprak, kok, govde ve cigcek
kisimlarinin ekstraksiyonu ise metanol kullanilarak yapildi.

Antioksidan ve radikal giderme aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, her bir ekstrenin DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi, Folin-Ciocalteu aywraci ile toplam fenol icerigi, toplam
antioksidan aktivitesi, metal selatlama kapasitesi, toplam indirgeme giicli, hidrojen peroksit
giderme aktivitesi, toplam B-karoten ve likopen igerigi, toplam flavanoid igerigi ve fenolik asit
icerigi tayin edildi. Sonu¢lar BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidan maddeleriyle
kiyaslanarak degerlendirildi.

Her bir ekstrenin antimikrobiyal etkisi, agar disk difiizyon yontemi ve agar kuyu diflizyon
yontemi ile Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Candida spp, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp, Salmonella typhimurium,
Saccharomyces cerevisiae ve Aspergillus niger mikroorganizmalarma karsi denendi.

Kullanilan biitiin yontemlerde Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin tim
ekstrelerinin genel standart antioksidan maddeler olarak bilinen BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks’a yakin degerlerde oksidanlara karsi etkili oldugu bulundu. Bitki ekstrelerinin
antimikrobiyal aktiviteleri ise en iyi antibiyotiklerden olan Streptomisin’e gore daha diisik
¢ikmasma ragmen, diger ¢alismalarla kiyaslandiginda, sonuglarin yeterli derecede iyi oldugu
gozlendi.

2012, 90 Sayfa
Anahtar Kelimeler: Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita, Antioksidan Aktivite,

Antimikrobiyal Aktivite, Bitki Ekstresi
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ABSTRACT

Investigation of Biological Activities on Plant Extracts of
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita
Master Thesis
Mehmet Kadir ERDOGAN
Supervisor: Prof. Dr. Giyasettin BAYDAS

Bing6l University
Institute of Science
Department of Biology

In this study, the antioxidant and antimicrobial activities of Tanacetum balsamita L. subsp.
balsamita were investigated by using different methods. For this purpose, after the plants were
dried and ground to fine powder, the soil upper part’s extractions were done separately by using
acetone, ethyl acetate, dichloromethane, methanol and water as solvents. The leaf, root, aerial and
flower part’s extractions were done by using methanol.

In order to determine the activities of antioxidant and radical scavenging, each extract were
assayed with the various methods including DPPH free radical scavenging activity, total phenol
contents by Folin-Ciocalteu reagent (FCR), total antioxidant activity, metal chelating capacity, total
reducing power, hydrogen peroxide scavenging activity, total B-carotene and lycopene contents,
total flavonoid contents, total phenolic acid contents. The results were evaluated by comparing with
the standard antioxidant BHA, BHT, a-tocopherol and trolox.

The antimicrobial effect of each extract was tested by using the agar disc diffusion method
and agar well diffusion method, against Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Candida spp, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp, Salmonella
typhimurium, Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger.

In all methods used, all the extracts of plant Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita were
found to be effective against oxidants in closer values to substances known as general standard
antioxidants BHA, BHT, a-tocopherol and trolox. Although the antimicrobial activity of plant
extracts is lower than that of streptomycin, which is one of the best antibiotics, when compared
with other studies, the results were found to be good enough.

2012, 90 Pages
Keywords: Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita, Antioxidant Activity, Antimicrobial

Activity, Plant Extract
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1. GIRIS

Bitkiler, tarihin ¢ok eski donemlerinden beri insanoglu i¢in hem gida kaynagi
olarak hem de koku ve tat verici, silah ve yakacak gibi pek ¢ok farkli alanda kullanilmistir.
Ayrica bircok hastaligin tedavisi i¢in sifali bitkilerden elde edilen Oziitlerden
faydalanilmistir. Ozellikle 19. yiizyildan itibaren bitkilerdeki etken maddelerin sentetik
olarak iiretilmeye baslanmasiyla ila¢ endiistrisi dogmus ve eski geleneksel metotlar biiyiik
Olciide bir kenara birakilmistir (Baytop, 1999). Fakat bitkilerden iiretilen sentetik ilaglarin
modern tipta tedavide istenilen basariy1 saglayamamasi, olumlu etkisinin yani sira birgok
olumsuz yan etkiye sahip olmasi gibi nedenlerden 6tiirii, son 25-30 yilda, “alternatif tip”
adiyla bilinen bitkilerden elde edilen Oziitlere dayali tedavi yontemlerine karsi gittikge
artan bir ilgi ortaya ¢ikmustir. Bitki Oziitlerinden elde edilen dogal ilaglar, ¢ogunlukla
onemli bir yan etkiye sahip olmamakla birlikte, olumlu birgcok etkiyi biinyelerinde
tasidiklar1 icin son yillarda sentetik ilaglara gore daha cazip hale gelmistir. Bundan dolayi,
tibbi etkiye sahip bitkisel ila¢ arastirmalar1 oldukca ilgi duyulan bir bilimsel saha olarak
ortaya ¢cikmaktadir (Bager, 1990).

Insanoglunun tedavi amaciyla kullandig1 bitki sayis1 ve ¢esidi, antik ¢aglardan beri
devamli bir artis halindedir. Mezopotamya uygarligi doneminde kullanilan bitkisel drog
miktar1 250 civarinda iken bu say1 Grekler doneminde 600°e¢ ulasmistir (Saber, 1982).
Arap-Fars uygarligi doneminde 4.000 civarinda bitki tedavi amagl kullanilmistir (Levey,
1973). 19. yiizyila gelindiginde ise tibbi 6neme sahip bitki sayist 13.000°1 bulmustur
(Baytop, 1999).

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanildiklarin1 gosteren en eski eserler Cinlilere aittir.
M.O. 3217 yilinda Shen-Nung tarafindan yazilan “Materia Medica” adli eserde, 200°den
fazla tibbi bitkiden s6z edilmektedir. Anadolu insan1 Yontma Tas (Paleolitik) Devrinden
(M.O. 5000) beri bitkileri tedavi amaciyla kullanmaktadir. Hakkari’nin hemen giineyinde
yer alan Sanidar Magarasi’nda ortaya ¢ikartilan Neandertal mezarlar1 icinde bulunan bitki
ornekleri bu varsayimin saglam kanitlaridir (Unal, 2006).

Ilaglar ve tedaviyle ilgili yazmalarin en dnemlisi M.O. 1550 yillarinda yazildig:
tahmin edilen Ebers papiriisiidiir. Bu papiris Teb’de El Assassaif’in mezarinda bir
mumyanin bacaklar1 arasinda bulunmus olup, 77 kadar bitkisel, hayvansal ve madensel

drog ve 800°den fazla regete tasimaktadir. Aci marul, adasogani, ardic meyvesi, banotu,



cigdem, hardal, incir, keten tohumu, pelinotu, safran, tar¢in v.b. regetelerde ismi gecen
bitkisel droglardir (Bayramoglu ve Toksoy, 2008).

Bilinen 250.000 bitkinin yaklasik 35.000-70.000’1 tibbi amaglarla kullanilmaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde halkin yaklasik %80°1 sagliklar1 i¢in sifali bitki kullanmaya
devam etmektedir (Mukerji, 1997).

Ulkemiz gerek flora gerekse bu flora igerisindeki endemik tiirler bakimindan ¢ok
biiylik potansiyele sahiptir. Tirkiye, yaklasik 12.000 bitki taksonu ile bitki zenginligi
acisindan diinyada 6nemli bir konumdadir. Yiizolglimii olarak Tiirkiye’den 25 kat daha
biiylik olan Avrupa’da ise takson sayist 11.000 civarindadir. Yine Tiirkiye Florasi’ni
olusturan taksonlardan 3.800’1i endemiktir ve bu say1 Avrupa’da yaklasik olarak 2.600
civarindadir (Malyer, 1996).

Bitkiler {izerinde yapilan arastrmalarda bitkilerin, ekosistemle olan iligkisinde,
cevresel kosullara uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini stirdiirme gibi
onemli olaylarda cesitli avantajlar saglayan, Sekonder Metabolit olarak tanimlanan
kimyasal maddeler igerdikleri saptanmistir (Bourgaud vd., 2001). Bugiine kadar yaklagik
100.000 Sekonder Metabolit bitkilerden izole edilerek tanimlanmistir. Her yil bu sayiya
yaklasik 4.000 kadar yeni bilesik eklenmektedir (Verpoorte vd., 1999). Bunlar arasinda
bitkiyi, patojenlere karsi koruyan antibakteriyel, antifungal ve antiviral maddeler
(fitoaleksinler); ¢cimlenmeyi dnleyici maddeler; dogal yasamda rekabet giiciinii (allelopati)
artrran toksik maddeler; UV 1sinlari, tuzluluk ve kuraklik gibi zararh ¢evresel etmenlerin
neden oldugu stres kosullarinda direng arttirict metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara
kars1 koruma saglayan insektisit ve herbisitler; tozlasma ve tohum dagilimmni saglamak
iizere hayvanlar1 cezbedecek renkli ve gilizel kokulu metabolitler bulunmaktadir
(Charwood ve Rhodes, 1990).

Pek ¢ok bitki ekstrakti ve bitkisel {irlinler antioksidan aktiviteye sahiptir. Saglik
problemleri ve farmasotik iirlinlerin maliyeti i¢in tibbi bitkilerin alternatif bir ¢6ziim
olabilecegi diistiniilmektedir ve bu konuda arastirmalar yapilmaktadir (Coban vd., 2003).

Bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaci ile diinya iizerinde bir¢ok bitkiden
faydalanilmaktadir. Gliniimiizde kullanilan ilaglar, genellikle bakteriyel enfeksiyonlar i¢in
etkili antibiyotik tedavi saglarken ayni zamanda antibiyotik direnciyle ilgili problemleri de
gittikce artirdigindan, bu konuda yeni ¢oziimlere siirekli ihtiya¢ duyulmaktadir (Martin ve
Ernst, 2003). Bu durum bilim adamlarmi degisik kaynaklardan yeni antimikrobiyal

bilesiklerin arastirilmasi i¢in tesvik etmistir. Bitkilerin yeni antimikrobiyal kemoterapotik



maddelerin elde edilebilecegi zengin bir kaynak olmasi, aragtirmalar1 6zellikle tibbi bitkiler

iizerinde yogunlastirmistir (Karaman vd., 2003).



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitkinin Ozellikleri

2.1.1. Compositae (Asteraceae) Familyasi

Compositae (Asteraceae) familyasi, yaklasik 1509 cins ve 20.000 tiirle diinyada en
fazla tiirii olan familyadir. Compositae familyasi, yurdumuzda iki alt familya ile temsil
edilir: Asteroideae (Tubuliflorae) ve Cichorioidae (Liguliflorae). Tanacetum L. cinsi
Asteroideae alt familyasina girmektedir. Compositae familyasmin Tirkiye’de dogal olarak
yetisen 133 cins ve 1156 tiiri bulunmaktadir (Grierson, 1975).

Diinyada ve Anadolu’da genis yayilim gosteren Compositae familyasina ait bir¢ok
tiirtin farmakolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki bitkiler, diterpenler ve
flavanoidlerin yam1 sira agwrlhikli olarak antibakteriyel, antifungal, antihelmintik,
antienflamatuar, insektisit ve antitimor gibi pek cok biyolojik aktiviteye sahip seskiterpen
lakton sekonder metabolitlerini igermektedir (Grierson, 1975; Kogak, 2008).

Compositae familyasina ait Tanacetum L. cinsi yeryliziinde kuzey yarim kiirede
yayilis gostermekte olup, bir¢ok tiirii bilinmektedir. Tiirkiye’de Dogu Anadolu basta olmak
iizere, I¢ ve Giiney Anadolu’da olduk¢a yaygmdir. Bu cins iilkemizde 44 tiir ile dogal

yayilis gostermektedir. Ayrica 23 endemik tiirii de bulunmaktadir.

2.1.2. Tanacetum L. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Tanacetum taksonlar1 genellikle rizomlu, kisa veya uzun, dik veya ylkselici
govdeli, otsu bazen yar1 calimsidir. Taksonlar ¢iplak veya tiiylii; tiiyler basit veya ikiye
catallanmis olabilir. Yapraklar basit, kenar1 disli, bazen pinnatifit veya 1-3 pinnatisekt
olabilir. Kapitulum heterogam veya homogam, tek veya genellikle gevsek dizilisli sik
korimbus halindedir. Involukrum yar1 kiiremsi veya ¢an seklinde; involukrumu olusturan
brakteler imbrikat, 3-4 sirali, lanseolat veya oblong, genellikle kenarlar1 ve tepesi
zarmmsidir. Cicek tablasi diiz ve ¢iplaktir. Dilsi ¢igeklerin petalleri (ligula) beyaz, sar1 veya
pembe, involukrumdan az c¢ok uzun 3-lopludur. Dilsi ¢igekler bazen eksiktir. Tiipsi

cicekler 5 loplu ve saridir. Akenler silindirik veya ¢omak seklinde, 5-10 boyuna oluklu



cogu kez salgi tiiylii veya ciplaktir. Korona kisa veya eksik, genellikle kaba disli veya

loplu, bazen tek tarafli ve sadece arkadaki yiizde bulunur (Grierson, 1975).

2.1.3. Tanacetum L. Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasinda Kullanim

Tanacetum tirleri ylizyillardir halk arasinda ilag olarak farkli amaclarla
kullanilmaktadir. Bu tiirlerden; Tanacetum parthenium adet diizenleyici ve ates diisiiriicli
olarak, bas agrisi, kulak c¢inlamasi, bas donmesi ve dogumlarda karsilasilan giicliiklere
karst kullanilmaktadir (Newall vd., 1996; British Herbal Pharmacopoeia, 1996). So6z
konusu ekstreler iizerinde yapilan kimyasal, klinik ve biyolojik ¢aligmalar sonucunda bu
bitkinin antimigren, antienflammatuar, antitiimor, antiiilser, antimikrobiyal ve insektisit
ozellikler gosterdigi kesinlik kazanmistir (Palevitch vd., 1997; Ross vd., 1999; Tournier
vd., 1999).

Antimigren etkisinden dolayi, bugiin drog olarak satilmakta olan Tanacetum
parthenium, gosterdigi antimikrotubular etki sonucu kanserli hiicrelerin biiylimesini
belirgin olarak inhibe eder (Miglietta vd., 2004). Tanacetum vulgare’nin ugucu yaginda
bulunan c¢ok =zehirli B-tuyon bilesigi nedeniyle dahili ve harici kullanimi oldukga
sakincalidir. Bitkinin bu 0Ozelliklerine ragmen halk arasinda sinir yatistirict ve adet
diizenleyici olarak, romatizma ve karin agrilarina karsi, bagirsak kurtlarina, uyuza karsi ve
bitki boceklerini uzaklastirmak icin kullanilmaktadir. Bitkinin zehirli olmasindan dolay1
kuru bitkinin suda ya da alkolde inflizyonu yapilarak kullanilmaktadir (Kogak, 2008). Oltu
otu olarak bilinen 7. coccineum bit, pire ve kene gibi viicut parazitlerine, hasere, sivilcelere
ve kasmtili deri hastaliklarina kars1 kullanilmaktadir (Asimgil, 1993). T. cinerariaefolium
pire otu olarak bilinmekte ve viicut bitini kontrol altinda tutmak icin kullanilmaktadir
(Gliven, 1991). Yavsan adiyla bilinen 7. argyrophyllum var. argyrophyllum bitkisinin
herbast yakilip kiilii viicuda siiriilerek uyuza karsi kullanilmaktadir. Halk arasindaki adi
marsuvan otu olan 7. balsamita tiriiniin ¢icekli dallar1 halk arasinda idrar arttirict olarak,
midevi rahatsizliklara karsi ve safra kesesi taglarimi disiiriici olarak inflizyon halinde
kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Tanacetum tirlerinin Tirkiye’de c¢ok sayida olmasi ve kayda deger oranda
endemizm gostermesi nedeniyle yeni biyoaktif bilesiklerin bulunmasi acisindan iilkemiz

icin 6nemli bir ekonomik kaynak olusturacagi diistiniilmektedir (Kilig, 2007).



2.1.4. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita Bitkisinin Ozellikleri

Omiir: Cok yillik

Yap1: Yari calimsi

Ik ¢iceklenme zamani: 7. ay

Son ¢igeklenme zamant: 9. ay

Habitat: Nemli alan, ekil alan

Minimum yiikseklik: 1100 m

Maksimum ytiikseklik: 2050 m

Endemik: -

Element: -

Tirkiye dagilimi: Orta Anadolu, Dogu Anadolu

Genel dagilimi: Avrupa, Kafkasya, Kuzey Iran, Orta Asya
Bulundugu kareler: A7 A8 A9 B4 B5S B7 B8 B9 C5 C9 C10

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita 35-80 cm boyunda, ¢ok yillik yar1 ¢alims1 bir
tiirdiir. Govde tiiyll, dallanma st kisma dogrudur. Bazal yapraklar basit, ovat eliptik, 12-
20 cm (petioller 8-15 cm aras1)x1,5-5 cm, ugta akut veya subobtus, bazalda kordat, trunkat
veya krenat, kenar kisim krenat-serrat, her iki yiizeyde hafif basik-pubescent; gdvde
giderek incelen yapida, petiol kisa, bazen sesil, bazen pinnatisekt, bazal kisimdaki
segmentler oblong 1-2 parcalidir. Kapitulum genellikle ¢ok yogun, korimbusun u¢ kismi
(3-)30-100 c¢igekli, involokrum 5-8 mm c¢apindadwr. Fillariler 3-seriat, lanseolat veya
oblong, soluk veya koyuya yakindir. Disarida kalan kisim 2,5%0,75 mm, i¢te kalan kisim
3-3,5%x1 mm’dir. Dilsi ¢icekler 12-15 tane veya mevcut degildir. Ligulalar beyaz ve
boyutlar1 3,5-7x1,75-3,5 mm’dir. Tiipsii ¢icekler sar1 ve 2 mm boyutundadir. Akenler +
silindirik, 5(-7-) damarli, 2 mm boyutunda; korona tam veya bazen disli, 0,2-0,4 mm

boyutundadir (Grierson, 1975).
2.2. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, organizmada gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan itirtini

olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi sonucu olusur.

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa Omiirlii,



reaktif molekiillerdir. Serbest radikallerin en 6nemlileri stiperoksit radikali (O,*), hidroksil
radikali (OHe*) olup, bunlar singlet oksijen (O,) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit
(H,0,) ve peroksinitrit (ONOO-) ile birlikte “reaktif oksijen tiirleri (ROS)” olarak bilinirler
(Halliwell ve Gutteridge, 1990). Hiicre i¢ci ROS’un % 90’dan fazlas1 aerobik solunum
reaksiyonlar1 zincirinde mitokondrinin i¢ membraninda iiretilir (Wei ve Pang, 2005). ROS,
diisiik dozlarda cesitli stres tepkilerinde arabulucu olarak rol oynarken, yiiksek dozlarda
(oksidatif stres gibi) hiicresel zararlara yol agar (Martin ve Barret, 2002). ROS’lar
organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik
molekiillerle kolayca reaksiyona girebilir. Bu yiizden ROS’lar yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, katarakt, diyabet, bobrek ve
karaciger hastaliklar1 gibi pek c¢ok hastaliktan sorumlu tutulur (Halliwell ve Gutteridge,
1990).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli meydana
gelmektedir. Serbest radikaller noétralize edilmediklerinde viicutta hiicre membrani
proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre
membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, cekirdek membranini yararak
niikleustaki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale
getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini

azaltmak yoluyla ciddi hasarlara neden olabilir (Serteser ve Gok, 2003).

Cizelge 2.1. Radikaller, simgeler ve kimlikleri

Radikal Simge | Kimlik

Hidrojen He Bilinen en basit radikal

Stiperoksit O, Oksijen metabolizmasinin ilk ara {irtinii

Hidroksil OH- En toksik oksijen metaboliti radikal

Hidrojen Peroksit | H O, | Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen Oy Yarilanma omrii hizli, giiglii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal | HO,* | Lipidlerde hizli ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu arttirir

Peroksit radikal ROO- | Perhidroksit daha zayif etkili lipidlere lokalize olur

Triklorometil CCl; | CCly metabolizmasi iiriinii karacigerde iiretilen bir radikal
Tiyol radikali RS- Silfiirlii ve eslesmemis elektron igeren tiirlerin genel ad1
Alkoksil ROe Organik peroksitlerin yikimu ile iiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO L-arjinin aminoasidinden in vivo iiretilir

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir




Hiicresel kosullarda 6nemli miktar ve cesitlilikte serbest radikal iiretilir. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijen ve azottan olusan radikallerdir. Bu
radikallerin bir listesi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Colli, 2007).

Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yagamlarimi siirdiirmeleri i¢cin mutlak gerekli bir
elementtir. Oksijen hiicre i¢inde dort elektron gerektiren bir dizi reaksiyon sonunda
indirgenmekte, bu sirada hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Bu siirecte
oksijenin % 1-3’{i tam olarak suya doniisemez ve bu reaksiyonlarda ara {iriin olarak serbest
radikaller olan siiperoksit anyonu (O,¢’), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali
(OHe) olusur (Southorn, 1988).

Serbest radikaller giiclii reaktif 6zellige sahip oldugundan tiim hiicre bilesenleriyle
kolayca etkilesebilirler. Hiicrenin savunma mekanizmalar:1 ile ortadan kaldirilmazlarsa,
biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir
reaksiyon baslatirlar (Onat vd., 2002). Serbest radikallerin olusturdugu hiicresel hasarlar

Sekil 2.1°de gosterilmistir.

__'_'_'_\_\__\_---\-‘-"\1_\_\-
.,-o-'-"'"_'_'___\_\_"""\-u
S olunum
Protein g enmitmler
Hasan
Mitokondrial
/ (:h{'_::a \ . Hasar
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Membran f DNA
Hasan | fﬁ:
f
DA
Hasan

Lipid Peroksidasyarm

Sekil 2.1. Serbest radikallerin olusturdugu hiicresel hasarlar (Onat vd., 2002)



Reaktif oksijen tiirlerine en hassas molekiiliin, hiicre membraninin ana bileseni olan
lipidler oldugu diisiiniilmektedir. Organizmada, yeterince reaktif bir atom ya da molekiil
lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Oksijen ya da baska bir radikal, yag asidinin
karbonuna bagli hidrojenlerden birini elektronuyla birlikte kopararak radikal olusumuna
sebep olabilir. Olusan bu radikal, komsu yag asidinden bir hidrojen kopararak yeni bir
radikalin olusumuna da sebep olur. Bu arada olusan radikalin, oksijenle reaksiyona girmesi
halinde peroksil radikali olusur. Zamanla bu zincirleme reaksiyonlar sonucunda radikal

konsantrasyonu artar. Sonugta lipid peroksidasyonu gerceklesir (Unal, 2006).

2.3. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler canlilarda serbest radikalleri noétralize ederek hiicrelerin
onlardan etkilenmesini dnleyen veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir (Gok ve
Serteser, 2003). Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicre zararmni ve
timor gelisimini Onleyerek saglikli ve yashlik etkilerinin minimum oldugu kaliteli bir
yasam saglarlar (Baser, 2002).

Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarni
vererek serbest radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline
gelmemeleridir (Prior ve Cao, 2000). Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen
en Onemli faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapv/aktivite iliskileri ve
dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Sagliklh bireylerde aktif radikallerin siipiiriilmesi i¢cin dogal antioksidan savunma
mekanizmalar1 yeterlidir. Ancak, bu antioksidanlarin konsantrasyonu yas ilerledikce
diismekte ve sonugta yasla birlikte oksidasyon {iriinlerinin miktar1 artmaktadir. Bunlar
yaslanma, kanser, demans, inflamasyon ve ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarda rol
almaktadir (Akowuah vd., 2004).

Hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenler olan antioksidanlar,
birincil radikalleri, radikal olmayan kimyasal tiirlere gevirerek, okside olmus antioksidan
radikallere doniistiiriirler. Antioksidanlarin molekiil yapis1 yalniz hidrojen atomu verme
acisindan degil, aym1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli hale getirip lipitler ile
reaksiyona girmesini engellemesi acisindan da oldukca uygundur (Madhavi, 1996).

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler. Bunlar;



1. Siiplirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesidir.
Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki gosterir.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
metaller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar (Gékpimnar vd.,

2006).

2.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olmak {iizere iki ana baslik altinda

toplanir.

2.3.1.1. Dogal Antioksidanlar

Son yillarda, c¢ogunlugu bitkisel kaynakli olan yiizlerce madde gidalarda
antioksidan olarak kullanilabilirlik agisindan test edilmektedir. Literatiirde boyle dogal
maddelerin 6nemli antioksidan etki gosterdikleri ve bazen sentetik antioksidanlardan daha
etkin olduklarna iliskin ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bitkiler (yagli tohumlar, tahillar,
sebzeler, meyveler, baharatlar ve ¢ay), hayvansal iirtinler (peptitler, amino asitler ve
karotenoidler), enzimler (glutatiyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz) ve bazi
mikroorganizmalar en Onemli dogal antioksidan kaynaklari arasinda yer almaktadir.
Bunlarin antioksidan aktiviteleri C ve E vitamini, fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi

bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Turhan ve Ustiin, 2006).

Gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan sentetik antioksidan
maddelerin, ortaya ¢ikan gesitli yan etkilerinin ve bu yan etkiler iizerinde yapilan klinik
calismalarin neticesinde bu maddelerden bazilarinin kanserojen etki yaptigi kuskusu, son
yillarda tireticileri dogal kaynakli antioksidanlari kullanmaya yoneltmistir (Kiralan vd.,
2004). Ornegin BHT (Biitillenmis hidroksitoluen) non-toksik olmakla beraber, farelere
yiiksek dozlarda verildiginde karacigerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir. Yine yapilan

baz1 arastirmalarda, BHT gibi bazi sentetik antioksidanlarin fazla almmasi durumunda
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viicuttan atilamadig1 ve adipoz dokuda depolandigi bildirilmistir (Halliwel ve Gutteridge,

1989).

2.3.1.1.1. Tokoferoller

Hiicre zarmi, serbest radikallerden kaynaklanan lipid peroksidasyonundan
korumada anahtar rol oynayan E vitamini, yagda ¢oziinilir bir antioksidandir. E vitaminin
biyolojik aktif formuna tokoferol denir. a-, B-, y- ve 6- formlar1 vardir ve bu formlar
antioksidan aktivite i¢in gerekli olan hidroksil gruplari igerir. En yiiksek antioksidan
ozellige a-tokoferol sahiptir. a-tokoferol gibi antioksidanlar, serbest radikalleri ve lipid
peroksil radikallerini temizleyerek onlarin viicutta yaptiklar1 hasar1 onarir (Tiiziin ve Garip,
2005). E vitamini, hemen hemen tiim gidalarda eser miktarda dahi olsa bulunur.
Tokoferollerin gdsterdigi antioksidatif aktivite hidroksil grubunun hidrojenini lipid
peroksil radikaline aktarma yolu ile gerceklesir. Tokoferoller 1siya karsi oldukca
dayanikhidir (Gortinmezoglu, 2008). E vitaminin antioksidan 6zelliginin yani sira hiicrede
sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar tizerinden hiicre cogalmasini da etkiledigi
bilinmektedir. E vitamininin kalp hastalig1 olusma riskini azalttig1 bircok arastirma ile

gosterilmistir (Chen vd., 1988).

2.3.1.1.2. Askorbik Asit (C vitamini)

C vitamini, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirir. insan plazmasinda ve hiicre
zarinda bulunan askorbik asit, ayn1 zamanda zar1 ge¢ebilen major antioksidanlardan biridir.
Suda ¢oziinebilir ve diisiik molekiiler agirliga sahiptir. Sulu fazda bulunmasma karsin lipid
peroksidasyonunu baglatic1 radikalleri temizleyerek lipidleri ve zarlar1 oksidan etkisine
karst korur. E vitamininin rejenerasyonunda gorev alir ve tokoferoksil radikalinin o-
tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi1
(diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyona karst korur. Kollojen sentezi, demir
absorpsiyonu ve hiicrelerin redoks durumunun korunmasinda gereklidir. Askorbik asitin
antioksidan olarak esas gorevi, lipit hidroperoksitlerin olusumunu engellemektir. C
vitamini insanlarda sentezlenmediginden diyetle alinmasi gerekir (Frei vd., 1990; Revan,

2007).

11



2.3.1.1.3. Fenolik Maddeler

Bitkilerde normal metabolizma sirasinda ve herhangi bir stres durumunda
(yaralanma, enfeksiyon, uv radyasyon) ikincil metabolit iiriinleri adi verilen fenolik
bilesikler iiretilirler. Aromatik yapiya sahip bu fenolik bilesikler basit fenoller, fenolik
asitler (benzoik asit, sinnamik asit tiirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler,
hidrolizlenebilen kondanse taninler ve ligninler {retilir. Bu bilesiklerin bazilar1
antimikrobiyal aktivite i¢in, bazilar1 antioksidan ve bazilar1 da koku, tat ve renklilik
olusturmak gibi fonksiyonlar1 iistlenirler (Bravo, 1998). Fenol bilesiklerin antioksidan
etkileri serbest radikalleri baglamalari, metallerle selat olusturmalar1 ve bazi enzimleri
inaktive etmeleriyle aciklanmaktadir ( Yang ve Tsao, 2003).

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarimi olusturur. Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik bilesenlerdir. En yaygin bitkisel fenolik
antioksidanlar flavonoidler ve fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla
oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle uzun
yillardir besinlerin koku ve tat gibi Ozelliklerini arttirmak i¢in katki olarak kullanilan
baharat ve aromatik bitkiler giderek 6nem kazanmaktadir. Bitki fenoliklerinin birgok
arastirmaci tarafindan hastaliklara direng sagladigi belirtilmektedir. Fenolik asitlerin bir
¢esit mantar cinsinin in vitro ortamda gelisimine engel oldugu deneylerle ispatlanmistir.
Literatiirde fenolik asitlerin ve flavonoidlerin bir grubunun antibiyotik, antifungal ve
antienflamatuar olarak gorev yaptigi ifade edilmektedir (Diken, 2009).

Bitki fenolikleri, basit fenoller, fenolik asitler (benzoik ve sinnamik asit tiirevleri),
flavonoidler, hidrolize ve kondense tanenler, lignan ligninleri icermektedir (Naczk ve
Shahidi, 2004). Bitki fenoliklerinin en genis kismmi olusturan flavonoidler grubu altinda
bilinen 8000°den fazla bilesik mevcuttur (Pietta ve Gardana, 2003).

Flavonoidler tiim bitki dokularinda hiicre i¢cinde veya cesitli bitkisel organlarin
yilizeyinde bulunmaktadir (Moco vd., 2007). Flavonoidlerin en énemli biyolojik 6zelligi,
antioksidatif etkiye sahip olmalaridir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp
damar hastaliklari, kanser ve kronik iltithaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleri
oldugu, flavonoidlerin bir ¢ogunun lipid peroksidasyonunu baglatan radikallerin ve lipid
peroksi radikallerinin olusumunu engelledigi, yapisindaki bazi gruplarin flavanoid
radikallerinin stabilitesini ve boylece antioksidan kapasitesini artirabildigi, flavonoidlerin

bunlarin disinda metal iyonlarmi1 baglayarak lipidlerin oksidasyonunu onleyebildigi ve
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radikallerin olusumunda gérev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir
(Karakaya ve El, 1997). Flavonoidlerin dogrudan bagirsak mukozasi iizerinde bir etkisi
olabilecegi ve oksidatif stres, kalp-damar hastaliklar1 ya da kansere karsi koruma sagladigi
disiiniilmektedir (Hollman ve Katan, 1999).

Fenolik asitler; suda c¢oziinebilen ve bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunan
ikincil metabolitlerdir (Mattila ve Hellstrom, 2007). Fenolik olmayan benzoik ve sinnamik
asitlerden tiireyen hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak iki grupta
incelenmektedir. Fenolik asitler genelde bitki hiicrelerinde serbest halde bulunmamaktadir.
Bunlar, kompleks seklinde ya vakuollerde ¢6ziinmiis ya da hiicre duvari bilesenlerine
baglanmis durumdadir (ibadova, 2006).

Son zamanlarda, diger fenolik maddeler gibi fenolik asitler de ¢ok sayida tibbi
faydalar1 nedeniyle oldukga ilgi cekmeye baslamistir. Polifenoller olarak, fenolik asitlerin
giliclii antoksidanlar olduklar1 ve ayni zamanda onlarin antikanserojen, antiviral,
antienflamatuar ve antibakteriyal aktivite gibi tibbi etkiler gosterdikleri rapor edilmistir

(Mattila ve Hellstrom, 2007).

2.3.1.1.4. Karotenoidler

Dogadaki pigmentlerin ¢ok sayida ve genis bir grubunu temsil eden karotenoidler
bircok canlida cesitli parlak renklere sebep olmaktadir (Pfander, 1992). Karotenoidler,
pigmentasyon islevlerinin yani sira, kimyasal 6zellikleri geregi viicut igerisinde cesitli
reaksiyonlarda gorev alirlar. Kimyasal karakterde bulunan degisen tek ve ¢ift baglar, diger
molekiillerden enerjinin absorbe edilmesini saglamakta ve bu durum karotenoidlerin
antioksidan 6zelliklerini tanimlamaktadir (Britton, 1995).

Karotenoidler yapilarmma goére hidrokarbon karotenoidler ve ksantofiller olmak
iizere iki smifa ayrilmaktadir. Karotenler olarak da adlandirilan apolar O6zellikteki
hidrokarbon karotenoidlerin baslicalar1 a-karoten, B-karoten ve likopendir. Ksantofiller ise,
daha polar 6zellikte olup yapisinda metoksi, hidroksi, keto, karboksi ve epoksi formunda
oksijen bulundurmaktadir. Karotenoidler igerisinde en etkili antioksidanin likopen oldugu
ve bunu sirasiyla B-kriptoksantin ve [B-karotenin izledigi, ksantofillerin ise minimum

aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Miller vd,. 1996).
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B-karoten ve bazi karotenoidler, o-tokoferol ve askorbik asit gibi diger
antioksidanlarla birlikte etki gosterebilmekte ve bdylelikle hiicrelerdeki antioksidan aginin
bir pargasi olarak gérev yapmaktadirlar (Olson, 1994).

Diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL) iizerinde tasindigindan, karotenoidler
LDL’yi oksidasyondan korumak suretiyle kalp-damar hastaliklarinin olusma riskini
azaltmaktadir (Basu vd., 2001). G6z retinasinda bulunan lutein ve zeaksantin, gozii serbest
radikallerin ve 15181 zararh etkilerinden koruyarak (Mozaffarieh vd., 2003) katarakt ve
yasa bagli makula bozukluklar1 gibi g6z hastaliklarinin olusumunu engellemektedir
(Sommerburg vd., 1998). Karotenoidlerin kanseri Onleyici etkisinin, antioksidan
ozelliklerinin yani sira hiicreler arasi bosluk baglanti iletimlerini uyaric1 ve bagisiklik
sistemini giiclendirici etkilerinden kaynaklandig1 disiintilmektedir. Buna ilaveten,
karotenoidlerin glutatiyon S-transferaz ve glutatiyon peroksidaz gibi karsinojenleri
detoksifiye eden enzimlerin aktivitelerini de artirdigi bildirilmektedir (Basu vd., 2001;

Koca, 2006).

2.3.1.1.5. Antioksidan Enzimler

Organizmalarda bulunan bazi enzimler hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri
gibi aktif oksijen tlirlerini uzaklastirarak veya lipid hidroperoksitlerini azaltarak
antioksidatif aktivite gosterebilmektedirler. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz bu

gruba giren enzimler arasindadir (Halliwell, 2001).

2.3.1.2. Sentetik Antioksidanlar

2.3.1.2.1. Gallatlar

Gallik asitin en fazla kullanilan esterleri, propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil
gallat ve lauril gallattir. Bunlar suda ¢oziinmez, yagda sadece oktil ve dodesil gallatlar 1yi
¢cOziinilir. PG, beyaz kristal toz olarak satilir ve suda ¢ok az ¢6ziiniir. Erime noktas1 148°C
olup, bu derecenin lizerinde etkisini kaybeder. FDA’nin izniyle gidalarda 1947°den beri
kullanim1 giderek yaygmlasmis sentetik bir antioksidandir. Gallatlarin kullanilmasinda
toplum saglig1 ve gida hijyeni agisindan olumsuz higbir bilgi ileri siiriilmemistir (Cakmakg1

ve Celik, 2000).
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2.3.1.2.2. Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA)

BHA (C;1H;60>); ticari olarak 3-ter-butil-4 hidroksianisol (%85) ile 2-fer-butil-4-
hidroksianisol (%15) izomerlerinin karisimi halinde bulunur. BHA beyaz, mumsu kat1 bir
yapiya sahip, 48-63°C erime noktasi olan ve hem bitkisel yaglarda hem de hayvansal
yaglarda ¢Oziinebilen ancak suda ¢6ziinmeyen bir antioksidan olarak tanimlanmaktadir.
BHA ozellikle esansiyel yaglarm tat ve rengini korumada kullanilmakta ve her ¢esit gidaya
katilabilen antioksidan olarak da ilgi gormektedir. BHA, ozellikle tahil ve sekerleme
driinlerinde kullanilan Hindistan cevizi ve palmiye 6zii yaglari gibi kisa zincirli yag

asitlerinin oksidasyonunun kontroliinde etkilidir (Ibadova, 2006).

2.3.1.2.3. Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

BHT (Ci5H240); 2,6-ditert-butil-4-metil fenol beyaz renkli kristal bir yapiya sahip
olup 265°C kaynama ve 70°C erime noktasna sahip olan, yaglarda ¢6ziiniip suda
coziinmeyen ve oksidasyonu Onleyici etkisi, bitkisel yaglara oranla hayvansal yaglarda
daha fazla olan tek bir bilesikten olusan antioksidandir. Bu antioksidan bitkisel yaglarda
daha diisiik aktiviteye sahip olmasmma karsin diger antioksidanlar ile beraber
kullanildiginda, yagin ilave edildigi giday1 koruma 6zelliginden faydalanilmaktadir (Kar,
2008).

BHT, BHA ile sinerjist etki gosterirken gallatlar ile gostermez (Basoglu 2006).
Ozellikle bu antioksidan kombinasyonu, findik ve iiriinlerinin oksidatif reaksiyonlarini
onlemede oldukc¢a uygundur. Ugucu yapiya sahip olduklarindan dolayr hem BHA hem de
BHT kullanildiklar1 besin icine niifuz edebilmektedirler. Bu nedenle, bu maddeler

paketleme sirasinda da kullanilabilen énemli katk1 maddeleridir (Ibadova, 2006).

2.3.1.2.4. Tersiyer Biitil Hidroki Non (TBHQ)

TBHQ, kizartma yaglarmi oksidasyona karst korumak i¢in bilinen en iyi
antioksidandir. Kizartma islemi bitmis {iriinleri de korumaktadir. Bej renkli bir toz olan
TBHQ, kat1 ve s1v1 yaglarda ¢oziiniir. Diger sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar
icin en etkili sentetik antioksidandir. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir (Keskin ve Erkmen,

1987). Tek basma veya BHA ve/veya BHT ile birlikte kullanilmaktadir. Sitrik asit ile
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karistirildiginda, stabilize edici 6zellik kazanmaktadir. Ancak, muhtemel sagliga zararli
etkileri nedeniyle Avrupa Birligi iilkelerinde kullanim1 yasaklanmistir (Cakmake1 ve Celik,

2000).

2.4. Test Mikroorganizmalariin Genel Ozellikleri

Bacillus subtilis: Cok genis yayilim alani olan bir bakteridir. 3-5 pm boy ve 1-1.2
um eninde, diiz veya hafif kivrik sekilli, kisa ve bazen uzun zincirler yapabilen bir
comaktir. Bakteri kapsiilsiiz olup sporlari sentral veya subterminal ve ovaldir. Gram pozitif
olup besin zehirlenmesine yol acar. Nadiren insanlarda enfeksiyon olusturur. Daha ¢ok
direnci kirilmis kisilerde firsat¢1 patojen olarak abseler, selliilit, g6z enfeksiyonlar1 ve idrar

yollar1 enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol actig1 bildirilmistir (Bilgehan, 2000).

Escherichia coli: 2-4 pm boyunda olan comak sekilli bakteridir. Bakteriyolojik
boyalarla kolay boyanir ve gram negatiftir. Soguga direncli, dezenfektanlara karsi
direngsizdir. Belirli kosullar altinda insan ve hayvanlar i¢in patojen olup, gerek yangi,
gerekse siirgiin seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina neden olur. Bagirsak kanali
disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri, patojenlik kazanmalari i¢in en 6nemli etkendir.
Ozellikle idrar yollari, safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve menenjlere ulasan

E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara yol agmaktadirlar (Bilgehan, 2000).

Klebsiella pneumoniae: 1-2 pm boyunda ve 0.5-0.8 pum eninde, spor olusturmayan
hareketsiz bir bakteridir. Etrafinda polisakkarit yapida genis bir kapsiil bulunur. Gram
negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi boyanir. Dogada yaygin olarak bulunan bu bakteri;
kurakliga direncli, sicakliga ise duyarhdir. Oda sicakliginda haftalarca ve 4°C’de aylarca
canli kalabilirler. Memelilerde iist solunum yolu ve digki florasinda bulunan bir bakteri
oldugu i¢in patojenligi uygunsuz kosullarda firsat¢1 patojen olarak aciga cikar. Klebsiella
ozellikle 2 yas alt1 ve 40 yas iistl kisilerde viicut direncinin kirilmasi, viriitik iist solunum

yolu enfeksiyonlar1 sirasinda pndmonilere neden olur (Bilgehan, 2000).

Staphylococcus aureus: Staphylococcaceae familyasina ait bir bakteri tiiriidiir.
Yaklasik 1 um en ve 1 um boyunda olan ve iiziim salkimma benzer kiimeler olusturan

bakteridir. Genel olarak bakteriyolojik boyalarla kolay boyanir ve gram pozitiftir. Sporsuz,
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hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. Diger pek ¢ok bakteri 60 °C’de 30 dakika bekletilince 6ldiigii
halde, Staphylococcus aureus aymi kosullarda 1 saat kadar canli kalabilmektedir. Yine bu
bakterinin en Onemli Ozelligi, giiniimiizde yogun olarak kullanilan kemoterapotik
maddelerin ¢oguna kars1 hizla diren¢ kazanmasi ve bu nedenle enfeksiyonlarma daha sik
rastlanmasidir. Deride abseler, fronkiil (sivilce), sikozis (sakal kil kokleri yangisi), kan
¢ibani, hidroadenit (ter bezi yangisi), gbz kapagi yangisi, deri dokiintiileri gibi hastaliklar
meydana getirir. Belli bir odakta yerleserek kana karisip cogalmasi ile sepsis ve
endokarditlere yol agar. Solunum yolundan aspirasyonlar1 ya da kan yolu ile akcigerlere
yerlesmek suretiyle stafilokok pnomonisi ve karbonhidrat ve proteinli besin maddeleri
icerisinde iireyerek yaptiklar1 enterotoksinlerin agiz yolu ile alinmasi sonucunda da besin

zehirlenmeleri ve enteritlere yol agmaktadir (Bilgehan, 2000).

Pseudomonas aeruginosa: Genellikle 1.5-3 pm boyunda ve 0.5 um eninde olan,
bazen ¢ift ve bazen de kisa zincirler halinde goriilen, sporsuz ve kapsiilsiiz bakteridir. Cok
hareketlidir ve ¢ogunda 1-3 adet flagella bulunur. Kolay boyanir ve gram negatiftir.
Sicakliga kars1 dayanikli degildir. 55 °C’de 1 saatte, 60 °C’de 15 dakikada lmektedir. Oda
kosullarinda sulu ortamda aylarca canli kalabilir. Antibiyotiklerden 6zellikle penisilin ve
sefalosporinlerin ¢oguna, salgiladiklar1 Betalaktamaz enzimlerinin aktivitesine bagli olarak
yiiksek derecede direng gosterir. Yanik ve yara enfeksiyonlary, idrar yollar1 enfeksiyonlari,
menenjitler, gbz enfeksiyonlari, bronsit, dis kulak yolu iltihaplar1 ve orta kulak iltithab1

rahatsizliklarina neden olur (Bilgehan, 2000).

Candida spp : Candida’lar maya formunda mantarlardir. 5-7 pm boyunda ve oval
veya 4-6 um boyunda ve 6-10 pum eninde uzun maya hiicreleri seklinde goriiliir.
Candida’larin patojen duruma ge¢mesine yas, genel enfeksiyonlar, asir1 zayiflama ve
sismanlik, seker hastaligi, fazla terleme, vitamin eksikligi gibi endojen ve travma, nem
artis1, mantarlarin virolansi ve patojenitesi gibi ekzojen faktorler sebep olmaktadir. Ayrica,
yiiksek dozda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi viicut florasinda maya mantarlari
iizerindeki baskinin ortadan kalkmasina neden olur ve bunlar {iremeye baslar.
Candida’larin sebep oldugu lezyonlarin tedavisindeki en iyi yontem nedenin ortadan
kaldirilmasidir. Bu mayalar agiz, deri, twnak, vajina, brons ve akcigerlerde lezyonlar

olusturmaktadirlar (Tat¢1, 1999).
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Salmonella typhimurium: Spor olusturmayan, gram negatif bakterilerdir. Daha ¢ok
bobrekler, eklemler, kemikler, serozalar, menenjler, endokard, karaciger ve safra yollar1 ile
diger yerlere yerleserek yangi ve abse yapma egilimindedir. Bir tiir akut bagirsak
enfeksiyonu olan ve salmonellozis olarak bilinen bir insan gastroenterit tipine neden

olabilir. (Bilgehan, 2000).

Aspergillus niger: Aspergillus tiirleri dogada yaygin olarak bulunan mantarlardir.
Ozellikle ¢iiriimiis organik maddelerde, samanda, tozda, yiyeceklerde ve suda yasadiklari
gibi havada da bulunabilirler. Yaklasik 200 ¢esit Aspergillus tiirii bulunmasina ragmen,
insanlarda hastalik yapanlarin sayis1 oldukca azdir. Aspergillus niger, insanlarda en sik
enfeksiyon olusturan Aspergillus tirlerinden birisidir (Yalgm ve Kiper, 2003). Kiiclik ve
hafif sporlar1 havada kolaylikla asili kalip ¢cevreye yayilabilir. Aspergillus enfeksiyonlar1
genellikle bu sporlarin solunum yolu ile alinmasi ile bulasir. Aspergillus tirleri 6zellikle
bagisiklik sisteminde sorun olan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olurlar. Bagisiklik
sistemini baskilayan 1ilaglarin ve antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmas1 bu
enfeksiyonlarin 6nemini giderek arttirmaktadir (Ayberkin ve Cift¢i, 2009). Aspergillus
tiirleri 2-3 mm boyutundaki sporlarin inhalasyonu ile akcigerlere ulasarak solunum
sisteminde; invaziv aspergillozis, aspergilloma, IgE aracili allerjik rinit ve astim,
hipersensitivite pndmonisi, kronik nekrotizan pndmoni ve allerjik bronkopulmoner

aspergillozis gibi hastaliklara sebep olur (Yalgin ve Kiper, 2003).

Streptococcus spp: Cesitli uzunlukta zincirler yapan, gram pozitif, yuvarlak ya da
ovoid, sporsuz, hareketsiz mikroorganizmalardir. Streptokoklar hyaliironik asit yapida bir
kapsiil bulundurmaktadir. Kapsiil, konak¢it organizmada ve zengin besiyerlerinde
iirediklerinde belirgindir. Streptokoklar hiicre ¢eperinden kaynaklanarak kapsiilden disar1
cikan tily goriiniimiinde pili olusturur. Bunlar bakterilerin epitel hiicrelerine tutunmasinda
rol oynar. Genel olarak Streptococcus’lar kuruluga oldukc¢a dayamklidir. Irinli ve proteinli
maddeler igerisinde kurutulmalar1 halinde uzun siire dayanirlar. Dezenfektanlara dayanikli,
1stya direngsizdirler. 60 °C’de 30 dakikada oliir. insan ve hayvanlarda lokal ve genel
bircok hastaligin nedeni olan ve onlarin mukoz membranlarinda da normal olarak

yasayabilen bakterilerdir (Bilgehan, 2000).

18



Saccharomyces cerevisiae: Askospor yapan bu mayalar oval, yuvarlak ve uzun
hiicreler olusturur. Cok yonlii tomurcuklanma ve i¢inde 1 ile 4 adet spor bulunan asklarla
cogalirlar. Dogada basta liziim olmak iizere meyve ve sebzeler lizerinde ¢ok yaygindir.
Sekerleri fermente ederek alkol ve CO, olusturur. Saccharomyces cerevisiae basta bira
olmak tizere tiitsiillenmis kuru salam, sarap, sampanya, ekmek ve alkol iiretiminde de
kullanilmaktadir. S. cerevisiae gidalarda nadiren bozulmaya neden olur. Benzoat ve sorbat
gibi kimyasal koruyuculara direnglidir (Ayhan, 2000). Kalin bagirsakta iltihaba neden olan
Clostridium difficile bakterisinin biyolojik kontroliinde bir probiyotik katki olarak
kullanilir. Hastalig1 ilerlemis kisilerde bu uygulamanin sistemik maya iltithabina yol

acabilecegi gozlemlenmistir (Munoz vd., 2005).

Bu calismanin amaci, Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin toprak
istli kismmin ¢esitli ¢Oziicii ekstrelerinin ve farkli kisimlarmmm metanol ekstrelerinin,
antioksidan ve radikal giderme aktivitelerinin ve antimikrobiyal etkilerinin incelenmesidir.
Bu kapsamda her bir ekstrenin, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, Folin-Ciocalteu
ayiraci ile toplam fenol icerigi, toplam antioksidan aktivitesi, metal selatlama kapasitesi,
toplam indirgeme giicii, hidrojen peroksit giderme aktivitesi, toplam p-karoten ve likopen,
toplam flavanoid ve fenolik asit igeriklerinin tayin edilip, sonu¢larm BHA, BHT, o-
tokoferol ve troloks standart antioksidan maddeleriyle karsilastirilmasidir. Ayrica, her bir
ekstrenin antimikrobiyal etkisi, agar disk difiizyon yontemi ve agar kuyu diflizyon yontemi

ile ¢esitli mikroorganizmalara karsi denenmeleri amaglanmaistir.

19



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu arastirmada kullanilan Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisi, 2011
yili Temmuz ayimnda, Bingdl ilindeki 40°24'45" dogu ve 38°50'10” kuzey koordinatina ve
1755 m yiikseltiye sahip yamaglardan temin edilmistir. Bitkinin teshisi, Davis (1975)’e
gore yapilmustir. Teshis edilen bitki 6rnekleri Bingdl Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Herbaryumunda (BIN Herbaryumu) mevcuttur. Bitki serin ve rutubetsiz bir ortamda
gblgede kurutulmustur. Daha sonra bitki toprak tistii kisim, yaprak kismi, kok kismi, gévde

kismi1 ve ¢igek kismina ayrilmistir. Bitkinin genel goriiniisti Sekil 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.1. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin genel goriiniisii



Sekil 3.2. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin generatif yapisinin genel goriiniisii

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Calismada kimyasal madde olarak, bitkilerin ekstraksiyon iglemleri i¢in metanol
(Merck), diklorometan (Merck), aseton (Merck) ve etil asetat (Merck) kullanilmistir.
Antioksidan 6zelliklerin arastirilmasinda kullanilan 2,2-Difenil 1-pikril hidrazil (DPPH),
Sodyum fosfat (NaH,PO,), Sodyum hidroksit (NaOH), Demir-II-kloriir (FeCl,.4H,0),
Potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)s], Demir-11I-kloriir (FeCls), Sodyum karbonat (Na,CO3),
Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR), Sodyum nitrit (NaNO,), Hidroklorik asit (HCI), Siilfiirik
asit (H,SOs), a-Tokoferol ve Troloks Sigma Aldrich’den temin edilmistir. Yine antioksidan
ozelliklerin arastirilmasinda kullanilan Hidrojen peroksit (H,O,), Ferrozin, 1,10-
Phenanthroline, Triklorasetik asit (TCA), Aliiminyum klorit (AICl3), Gallik asit, Kersetin,
Kafeik asit, Sodyum nitrat (NaNOs) Sodyum molibdat (Na;M0O4), Amonyum molibdat
[(NH4)sMo070,4.4H,0], Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA) ve Biitillenmis Hidroksi
Toluen (BHT) ise Merck’den temin edilmistir. Caligmanin antimikrobiyal kisminda ise
Nutrient Broth (NB, Himedia), Patates Dekstroz Agar (PDA, Himedia), Mueller Hinton
Agar (MHA, Himedia), Streptomisin antibiyogram diskleri (Bioanalyse) ve bos

antibiyogram diskleri (6 mm, Bioanalyse) kullanilmigtir.
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3.1.3. Kullamlan Alet ve Cihazlar

Calismada, Bingol Universitesi Merkezi Laboratuvarinda bulunan asagidaki alet ve

cihazlar kullanilmstir.

Buzdolab1

Dairesel sallayici

Derin dondurucu
Dispenser

Etiv

Doner evaporator

Hassas terazi

Isitmali su banyosu
Manyetik karistirict
Mikrobiyolojik emniyet kabini
Otoklav

Otomatik pipetler

pH metre

Saf su cihazi

Santrifiij

Ultrasonik banyo

UV-VIS Spektrofotometre
Vorteks

14 °C, Argelik

: Gerhardt

1 -86 °C, Hettich/ Nuaire
: Isopenser

: Memmert 100-800

: Ika RV06-ML

: Precisa/ Denver

: Wise Clean

: Ika

: Bilser

: Hirayama

: Rainin

: Hanna

: GFL 2004

: Hettich Universal 320

: Wise Clean WUC-D06H
: Shimadzu/ Jasco V650
: Ika MS3 Basic

3.1.4. Antioksidan Kapasite Calismalarinda Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.4.1. DPPH giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

0,1 mM’lik DPPH c¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH 100 ml metanol iginde

karistirilarak tamamen ¢ozildii.
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3.1.4.2. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi: 3 g NaH,POj, bir miktar destile suda
coziilerek toplam hacim 250 ml olacak sekilde 1 M’lik NaOH ve destile su ile pH metre
kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarland1.

2. 40 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %30°luk H,O,’den 204 pl
almarak 50 ml 0,1 M’lik fosfat tamponunda ¢6ziildii.

3.1.4.3. Metal selatlama kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 2 mM’lik FeCl, ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,0040 g FeCl,.4H,O almarak 10 ml
metanolde tamamen ¢6ziiliinceye kadar vortekslendi.
2. 5 mM’lik ferrozin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,0246 g ferrozin 10 ml metanolde

tamamen ¢oziiliinceye kadar vortekslendi.

3.1.4.4. Toplam indirgeme kuvveti tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. %1’lik Potasyum ferrisiyaniir K3;Fe(CN)g ¢0Ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g
K3Fe(CN)s 100 ml destile suda ¢oziinene kadar kuvvetli bir sekilde karistirildi.

2. 0,2 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi: 2,4 g NaH,PO4 bir miktar destile
suda ¢oziiliip, pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarland1 ve toplam hacim destile suyla
100 ml’ye tamamlanda.

3. %10’luk Triklorasetik asit (TCA) ¢oOzeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA destile
suda ¢6ziiliip toplam hacim 100 ml’ye destile suyla tamamlandi.

4. %0,1’lik Demir kloriir (FeCls) ¢6zeltisinin hazirlanmast: 165 mg FeCl;.6H,O

destile suda ¢oziildii ve toplam hacim 100 ml’ye tamamland:.

3.1.4.5. Toplam B-karoten ve likopen icerigi tayini ile ilgili cozeltiler

Aseton-hekzan ¢ozeltisinin hazirlanmast: 40 ml aseton ile 60 ml hekzan balon joje

icinde iyice karistirilarak hazirland:.
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3.1.4.6. Toplam fenol icerigi tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi: 0,5 g Na,COs bir miktar destile suda ¢oziiliip
toplam  hacim destile suyla 25 ml’ye tamamland1.

2. Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR), ticari olarak satin alindigi sekilde kullanild:.

3.1.4.7. Toplam flavanoid icerigi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. %15’lik sodyum nitrit ¢ozeltisi: 1,5 g NaNO, destile suda ¢oziildii ve toplam
hacim destile suyla 10 ml’ye tamamlanda.

2. %10’luk aliimiyum klorit ¢ozeltisi: 1 g AICI; bir miktar destile suda ¢oziildii ve
hacim destile suyla 10 ml’ye tamamlandi.

3. Standart kersetin ¢ozeltisi: 5 mg kersetin 5 ml metanolde ¢6zildii.

4. %4’liikk NaOH c¢ozeltisi: 2 g NaOH destile suda ¢6ziildii ve toplam hacim destile

suyla 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.4.8. Fenolik asit iceriginin saptanmasi ile ilgili ¢ozeltiler

1. Fenolik asit igeriginin dl¢iimi i¢in reaktif hazirlanmasi: 10 g sodyum nitrat
(NaNO3)  ve 10 g sodyum molibdat (Na,MoQO,) alinarak birlikte balon jojeye konularak
toplam hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlanda.

2. %8,5’lik NaOH ¢ozeltisi: 2,55 g NaOH destile suda ¢oziilerek hacim 30 ml’ye
tamamlanda.

3. Standart gallik asit ¢ozeltisi: 5 mg gallik asit 5 ml metanolde ¢ozildii.

4. 0,5 M’lik HCI ¢ozeltisi: 4,1 ml HCI alind1 ve toplam hacim destile suyla 100

ml’ye tamamland1.

3.1.4.9. Toplam antioksidan aktivite tayini ile ilgili cozeltiler

1. Toplam antioksidan aktivite tayini i¢in reaktif hazirlanmast:
1.a. 0,6 M’lik H,SOy4 ¢6zeltisi: 3,3 ml H,SO4 bir miktar destile suda ¢6ziildii.
1.b. 28 mM’lik NaH,PO4 tamponu: 0,34 g NaH,PO, bir miktar destile suda

¢oziildil.
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1.c. 4 mM’lik amonyum molibdat ¢6zeltisi: 0,495 g (NH4)sM07024.4H,0 bir miktar
destile suda ¢oziildii.
1.d. Daha sonra 1l.a, 1.b ve 1.c’deki ¢ozeltiler ayn1 balon joje i¢inde karistirilarak

toplam hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlanda.

3.1.5. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullamlan Materyallerin Hazirlanmasi

3.1.5.1. Kullamilan Besiyerleri ve Hazirlanmasi

1. Mueller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi: 17 g Mueller Hinton Agar, 500
ml destile su ile karigtirilarak tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik karistiric1 tizerinde
bekletildi. Daha sonra steril bir kaba aktarilan besiyeri, otoklavda 121 °C’de 15 dakika
steril hale getirildi. Sterilizasyondan sonra 45 °C’ye kadar sogutulan besiyeri, steril
sartlarda 9 cm ¢apindaki petri kaplarina 25’er ml dokiilerek sogumaya birakildi. Katilagan
besiyerleri iceren petri kaplari, kullanilacagi ana kadar buzdolabinda sakland:.

2. Nutrient Broth Besiyerinin Hazirlanmasi: 6,5 g Nutrient Broth, 500 ml destile su
ile tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida karigtirildi. Daha sonra steril bir
kaba aktarilan besiyeri, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutularak
buzdolabina konuldu.

3. Patates Dekstroz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi: 9,75 g PDA, 250 ml destile su
ile karistirildi ve manyetik karistiricidda tamamen ¢oziildii. Daha sonra steril bir kaba
aktarilan besiyeri, otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. 45 °C’ye kadar sogutulan
besiyeri, steril sartlarda 9 cm capindaki petri kaplarma 25’er ml dokiilerek sogumaya
brrakildi. Katilasan besiyerleri iceren petri kaplari, calismada kullanilacagi ana kadar

buzdolabinda sakland:.

3.1.5.2. Kullamilan Disklerin ve Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri, Agar Disk Difiizyon metodu
kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in 6 mm c¢apindaki steril disklere (Bioanalyse), DMSO’da
coziilen 25 mg/ml konsantrasyondaki ekstrelerden 40’ar pl (20 pl +20 pl) emdirildi.
Antimikrobiyal aktivite tayininde, besiyeri olarak Mueller Hinton Agar (Himedia)
kullanildi.
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4 °C’de muhafaza edilen stok mikroorganizma kiiltiirleri, Nutrient Broth sivi
besiyeri iceren tiiplere aktarildi ve aktive olabilmeleri i¢in su banyosunda 37 °C’de 6 saat
bekletildi. Daha sonra tiiplerden alman mikroorganizma kiiltiirlerinin Mueller Hinton Agar
bulunan petri kaplarma ekimleri yapildi. Bu petriler 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi.
Bu siire sonunda mikroorganizma kolonileri besiyerlerinden Oze yardimiyla alinarak
destile su igerisinde siispanse edildi ve Mc Farland 0,5 bulaniklik tiipleriyle
karsilastirilarak 10° bakteri/ml’lik diliisyon hazirlandi. Mueller Hinton Agar igeren
petrilerin ylizeyine, hazirlanan bu kiiltiirden 200°er pl aktarildi ve ekiivyon c¢ubugu

kullanilarak ekim yapildi.

3.1.6. Kullamlan Test Mikroorganizmalari

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’ nin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek i¢in 7 bakteri, 2 maya ve 1 fungus tiirii olmak iizere toplam 10 mikroorganizma
kullanildi. Kullanilan mikroorganizmalar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii ve Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi’'ndan temin edildi. Kullanilan

mikroorganizmalar ve kodlar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan mikroorganizmalar ve kodlar1

Mikroorganizma Mikroorganizma Kodu
Bacillus subtilis IM622
Escherichia coli ATCC25922
Klebsiella pneumoniae EMCS
Staphylococcus aureus 6538P

Candida spp

Pseudomonas aeruginosa DSM50071
Streptococcus spp

Salmonella typhimurium NRRLE4413

Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus niger RSKKO04017
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {istii kisminin metanol, aseton,
etil asetat, diklorometan ve saf su olmak tizere 5 farkli ¢6ziicii kullanilarak ekstreleri
hazirland1. Ayrica bitkinin yaprak, kok, govde ve ¢igek kisimlarinin da ayr1 ayr1 metanol
ekstreleri hazirlandi. Kurutulmus bitkilerin belirtilen kisimlar1 Blender’da 6giitiilerek toz
haline getirildi. Daha sonra bitkinin 6giitiilmiis olan toprak {stli kismmdan 20°ser g alinip,
icerisinde 150’ser ml metanol, aseton, etil asetat, diklorometan ve saf su bulunan kaplara
aktarilarak oda sicakliginda Dairesel sallayici lizerinde 96 saat siireyle bekletildi. Bu
karigimlar stizge¢ kagidiyla siiziilerek c¢ozelti igerisindeki ¢oziicii, doner evaporatdrde
50°C’de, diisiik basingta uzaklastirilarak kuru ekstreler elde edildi.

Bitkinin yaprak, kok, govde ve ¢icek kisimlarmin metanol ekstreleri ise daha farkl
bir yontem yardimiyla hazirlandi. Ogiitiilmiis olan yaprak, kok, gdvde ve cicek
kisimlarindan 20’°ser g alinarak, igerisinde 150’ser ml metanol bulunan kaplara aktarildi ve
bu kaplar, oda sicakliginda 1 saat siireyle ultrasonik banyoda bekletildi. Bu islem 4 defa
tekrarland1 ve her islemin sonunda elde edilen karigimlar siiziildiikten sonra farkli kaplara
aktarildi. Daha sonra siiziintiiler igerisindeki ¢oziicli, Doner evaporatorde 50°C’de ve
diisiik basing altinda uzaklastirilarak kuru ekstreler elde edildi. Elde edilen ekstreler

kullanilincaya kadar buzdolabinda sakland:.

3.2.2. Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Coziciiler1 tamamen ucurularak kurutulmus ekstrelerin verimi (kuru agirlik
bazinda) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanda.
% verim = (A;x100) / A,
Formiilde A, ¢oziiciisii uzaklastirilarak kurutulmus ekstrenin agirhigmi, A, ise bitki
kisminin kuru agirligimi gostermektedir.
Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ekstre miktarlar1 ve yiizde verimleri

Cizelge 3.2. ve 3.3.°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Toprak iistii kisimdan elde edilen cesitli ¢6ziicii ekstre miktarlar1 ve yiizde verimleri

Kullanilan Coéziicii  Bitki Miktar1 (g)  Ekstre Miktar1 (g) Verim (%)

Metanol 20 1,79 8,95
Diklorometan 20 1,87 9,35
Aseton 20 0,87 4,35
Etil asetat 20 1,56 7,80
Saf'su 20 1,50 7,50

Cizelge 3.3. Cesitli kisimlardan elde edilen metanol ekstre miktarlar1 ve ylizde verimleri

Bitki Kismm Bitki Miktan (g) Ekstre Miktar1 (g) Verim (%)
Yaprak 20 1,78 8,91
Cigek 20 1,08 5,39
Kok 20 0,88 4,39
Govde 20 1,21 6,07

3.2.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Metal Selatlama Kapasitesi Tayini

Metal selatlama Ozelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak
suretiyle onu etkisizlestirir ve bdylece fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksil ve
peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bu deneyde 6rneklerin Fe™ selatlama etkisi
incelendi. Bu amagla FeCl, ¢ozeltisi kullanildi. Fe™ iyonu ve ferrozinin olusturdugu
kompleksin 562 nm’de mor renk olusturmasia dayanilarak selatlama aktivitesi belirlendi.
Orneklerin ve standartlarin metal selatlama kapasitesi Dinis ve arkadaslarmin (1994)
gelistirdigi yontemler esas alinarak uygulandi. Ornek ve standart ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 25, 50, 75 ve 100 pg/ml olacak sekilde toplam hacimleri metanol ile 2
ml’ye tamamlandi. Her bir numune 25 pl, 2 mM FeCL.4H,0 c¢ozeltisi ile 60 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra 100 pl, 5 mM ferrozin eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
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bekletildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin olusturdugu kompleksin absorbansi 562 nm’de

olgtildii.

3.2.3.2. Toplam Indirgeme Kuvveti Tayini

Antioksidan aktivite belirleme yOontemlerinden biri olan indirgeme giicii Oyaizu
(1986)’nun uyguladigi yontem temel alinarak belirlendi. 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlara sahip 6rnek ve standart ekstrelerinin 1 ml’si, 1 ml 0,2 M fosfat tamponu
(pH=6.6) ile karistirildi. Daha sonra 1 ml %1’lik potasyum ferrisiyaniir (K;Fe(CN)g)
eklenerek 50 ‘C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra reaksiyon
karigim1 oda sicakligmna getirilip tizerine 1 ml %10’luk trikloroasetik asit eklenerek 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu ¢6zeltinin tist kismindan 1 ml alinarak 1 ml destile su

ve 200 ul 9%0,1°lik FeCl; eklendikten sonra 700 nm’de absorbans okundu.

3.2.3.3. DPPH Giderme Aktivitesi Tayini

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini stpiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile 6l¢iilmektedir.
Bu maddelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517 nm’de 6l¢limiine ve standart madde ile
karsilagtirilmasina dayanmaktadir (Blois, 1958). Metot, ekstraktlarin bir proton veya
elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢06zeltisinin rengini agmasi esasina
dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansmnin diismesi yiiksek serbest radikal giderme
aktivitesinin gostergesidir. Bu metoda gore, 0,05; 0,10; 0,15 ve 0,20 mg/ml konsantrasyona
sahip olan 1 ml’lik 6rnekler ve standartlarin ¢ozeltileri, 0,1 mM’lik DPPH ¢6zeltisinin 1
ml’si ile vorteks yardimiyla 30 saniye karistirildiktan sonra karanlik bir ortamda oda
sicakligimda 30 dakika bekletildi. Ardindan 517 nm’de kor numuneye Kkarsi
spektrofotometrik 6l¢iim alindi. Kontrol olarak DPPH c¢ozeltisi kullanilirken, kor olarak

sadece metanol kullanildi.

3.2.3.4. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesinin Tayini

Bitki ekstrelerinin hidrojen peroksit giderme yetenegi Ruch ve calisma grubunun

uyguladig1 yontem esas alinarak 6lciildii (Ruch vd., 1989). Bu yonteme gore, reaksiyon
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ortamina eklenen belirli miktardaki hidrojen peroksit ¢ozeltisinin bitki ekstrakti tarafindan
yikilmas1 230 nm’deki absorbans degisimiyle takip edilir. Degisik konsantrasyonlarda (5-
20 pg/ml) hazirlanan ve kendi coziiciileri ile seyreltilen bitki ekstrelerinin ve standart
cozeltilerin 1 ml’sine 2,4 ml fosfat tamponu (0,1 M pH=7,4) ve 0,6 ml 40 mM H,0,
cozeltisi eklendi. Kontrol ¢ozeltisi 3,4 ml fosfat tamponu ve 0,6 ml 40 mM H,O; ¢ozeltisi
karistirilarak hazirlandi. Kor olarak tampon ¢ozelti kullanildi. Tiipler vortekslenerek oda
kosullarinda karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyondan sonra 230 nm’de absorbans

sleiildii.

3.2.3.5. Toplam B-karoten ve Likopen iceriginin Belirlenmesi

Karotenoidlerin igerigi Barros ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismalardaki yontem
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmektedir (Barros vd., 2007). Bitki
ekstrelerinin herbirinden 50’ser mg alinarak 5’er ml aseton-hekzan (2:3) karisimi igerisine
konulup 1 dakika stiresince iyi bir sekilde karigtirilarak Whatman No. 4 filtre kagidiyla
siizlildii. Siiziintiiniin absorbans degerleri swrasiyla 453, 505, 645 ve 663 nm dalga

boylarinda 6l¢iildii.

3.2.3.6. Toplam Fenol Icerigi Tayini

Toplam fenolik madde analizi yaygin bir metot olan Folin-Ciocalteu yontemine
gore yapilmaktadir. Deneyde Singleton ve Rossi (1965)’nin uyguladigi Folin-Ciocalteu
metoduna gore fenolik madde tayini yapildi. Bu yonteme gore, 250 ug/ml konsantrasyonda
olacak sekilde destile suyla seyreltilmis 200 pl bitki ekstresi ve 200 pl Folin-Ciocalteu
reaktifi 5 dakika siireyle karistirildi. %2’lik sodyum karbonat c¢ozeltisinden 200 pl
eklendikten sonra tilipler vortekste 1 dakika karistirilarak bu karigimin iizerine 1,4 ml
destile su ilave edildi. Daha sonra tiipler tekrar vortekslenerek 25 °C’de karanlikta 90
dakika bekletildikten sonra UV spektrofotometrede 760 nm’de, destile sudan olusan kor

numuneye karsi absorbans 6l¢timii yapildi.
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3.2.3.7. Toplam Antioksidan Kapasitenin Saptanmasi

Bitki ekstrelerinin toplam antioksidan kapasitesi, spektrofotometrik fosfomolibden
yontemine gore belirlendi. Bu yontem, ortamda bulunan Mo (IV)'lin ortama konan indirgen
tarafindan Mo (V)'e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin spektrofotometrik olarak
Olciimii esasma dayanmaktadir (Prieto vd., 1999). 1 mg/ml konsantrasyonda olan stok
ekstre ¢ozeltisinden alian 200 pl bitki ekstresi ve 2 ml reaktif ¢ozeltisi (0,6 M’lik siilflirik
asit, 28 mM’lik sodyum fosfat ve 4 mM’lik amonyum molibdat) tiiplere konularak agizlari
kapatildiktan sonra 95 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Ornekler buz banyosunda oda
sicakligma sogutularak 695 nm dalga boyunda kor 6rnege (0,2 ml metanol, 2 ml reaktif

coOzeltisi) kars1 absorbanslar1 belirlendi.

3.2.3.8. Fenolik Asit Iceriginin Saptanmasi

Bitki ekstrelerinin fenolik asit igerigi, Koncic ve arkadaslarmin yaptiklari
calismalardaki metot kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi (Koncic vd., 2010). 1
mg/ml konsantrasyonda olan stok ekstre ¢ozeltisinden alinan 0,25 ml bitki ekstresi ve 0,5
ml HCl ¢6zeltisi (0,5 M’1lik) deney tiipiine konularak iyice karistirildi. Bu karisimin tizerine
0,5 ml reaktif (sodyum nitrat ve sodyum molibdat karisimi), 0,5 ml NaOH c¢d6zeltisi
(%8,5’1ik) ve 2,25 ml destile su eklendi. Karisim 1 dakika siiresince vorteks yardimiyla
tyice karistirildi. Herbir 6rnek i¢in 0,25 ml ekstre ve 2,25 ml destile su karigimindan olusan
kor numuneler hazirlanarak 505 nm dalga boyunda kor numunelere karsi absorbans

degerleri belirlendi.

3.2.3.9. Toplam Flavonoid Icerigi Tayini

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toplam flavonoid icerigi Chang ve
arkadaslarinin uyguladig1 metodlar esas almarak belirlendi (Chang vd., 2002). Ekstrelerin
her birisi 200 pg/ml olacak sekilde seyreltildi. Seyreltilen 250 upl ekstrenin iizerine,
litresinde 150 g NaNO; olan 30 pl NaNO; ¢6zeltisi eklenerek karisim vorteks yardimiyla 5
dakika siiresince karistirildi. Daha sonra bu karigimin iizerine 15 pl AICl; (% 10°luk)
eklendi ve karigim 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Karigima en son 200 pl
NaOH (%4’lik) ve 0,5 ml destile su eklenerek 2 dakika vortekslendi. Kér numune, ekstre
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disindaki diger cozeltilerin karigimiyla hazirlandi. 415 nm dalga boyunda, ekstrelerin

absorbansi1 kor numuneye kars1 okutuldu.

3.2.4. Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Agar Disk Difiizyon Metodu ile Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin antimikrobiyal aktivite testleri
Berghe ve Vlietinck tarafindan agiklanan metoda gore gerceklestirildi (Berghe ve
Vlietinck, 1991). Coziiciileri ugurulmus kuru bitki ekstreleri, 25 mg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde dimetilsulfoksit (DMSO) icerisinde ¢oziildii. HPLC saflikta filtrasyon yapan
0,22 pm’lik Nylon membran filtreler kullanilarak siiziilen ekstreler kullanilmistir. Testte
kullanilan mikroorganizmalarin kiiltiir slispansiyonundan 200’er pl (yaklasik olarak Mc
Farland 0,5 esitligine gore 10° koloni icerir), Mueller Hinton Agar igeren petri kaplarina
aktarilarak ekiivyon ¢ubugu ile yiizeye yayildi. Daha sonra 6 mm ¢apa sahip olan ve 40’ar
ul (20 pl +20 pl) ekstre emdirilen diskler, steril bir pens yardimiyla iizerine bakteri ekilen
petri kaplar1 igerisindeki besiyerine yerlestirildi. Negatif kontrol olarak 40 ul DMSO
emdirilen diskler kullanildi. Streptomisin, referans antibiyotik olarak kullanildi. Petri
kaplar1 1 saat 4 °C’de daha sonra 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Antimikrobiyal aktivite,
ekstre emdirilen disklerin etrafindaki zonlari ¢apinin 6l¢iilmesi ile belirlendi (Berghe ve

Vlietinck, 1991; Eloff, 1998).

3.2.4.2. Agar Kuyu Difiizyon Metodu ile Antifungal Etkinin Belirlenmesi

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin antifungal etkisinin gozlemlenmesi
icin Perez ve arkadaglari (1990)’nin kullandiklar1 agar besiyerlerinde kuyucuk metodu
uyguland1 (Perez vd., 1990). Bunun i¢in ¢apt 6 mm olan bir perferator yardimiyla
besiyerlerinde 6 mm c¢apinda kuyucuklar acgildi. PDA’nin  igerisine 0,02 ml
mikroorganizma Kkiiltiir siispansiyonu inokulum yapilarak aktarildiktan sonra bu karigim
petri kaplarmma dokiildii. Katillasma tamamlandiktan sonra perfarator ile agar {izerinde
kuyular agilarak 40’ar pl bitki ekstreleri bu kuyularmn igerisine dolduruldu. Daha sonra bu

besiyerleri 48 saat siireyle 28 °C’de antifungal aktivitenin gzlenebilmesi i¢in inkiibasyona
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birakildi. Antifungal aktivite bitki ekstreleri ile dolu kuyularin ¢evresindeki fungal biiylime

zonunun ¢ap1 Slgiilerek degerlendirildi.

3.2.5. istatistiksel analizler

Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivite bulgularinda verilen her deger, 2 ya da 3
Olglime ait analizlerin ortalamasidir. Veriler ortalama ve standart sapma ile birlikte verildi.
SPSS (SPSS Inc. versiyon 16.0) programi kullanilarak tek yonlii ANOV A varyans analizi
uygulanarak ortalamalarin farkliliklar1 Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile belirlendi.

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Bitki Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Bulgular
4.1.1. Metal Selatlama Kapasitesi Tayinine ait Bulgular

Metal selatlama aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan 6nce metal
iyonlarmin selatlandigmi gosterir. Selatlanan metal iyonu miktar1 asagida verilen denklem

ile ylizde olarak hesapland1.

A, B
¥ontrol Mumune < 100

U Selatlama Kapasitesi =
Aicnmra!

Formiilde verilen Agontror degeri ortamda sadece kompleks olusturan maddeler olan
ferrozin ve Fe™ iyonlarmin varligindaki kontrol numunesinin absorbans degeridir. Anumune
ise ekstrelerin ya da calismada kullanilan standart antioksidanlarin absorbans degeridir
(Gtilgin vd., 2004; Koksal, 2007).

Kiyaslama maddesi olarak standart antioksidanlar olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve
Troloks kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim ekstrelerin ve standartlarin metal
selatlama kapasitesini gosteren konsantrasyona karsi % selatlama kapasitesi grafikleri
cizildi. Her bir 6rnek ve standart 2 defa ¢alisildi ve sonuglar bu 2 deneyden elde edilen %
selatlama kapasitelerinin ortalamasi standart sapma ile birlikte verildi (Cizelge 4.1).

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {stii kisminin ¢esitli ¢coziicii
ekstreleri ile c¢alismada kullanilan standartlarin 100 pg/ml konsantrasyonda ferroz
iyonlarmi (Fe*") selatlama kapasiteleri sirasiyla; BHA > saf su ekstresi ~ BHT >
diklorometan ekstresi > etil asetat ekstresi > Troloks > aseton ekstresi > a-Tokoferol >
metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla; %57,01+0,68; %55,91+0,70;
%55,80+0,70; %52,82+0,01; % 47,37£2,91; % 38,08+0,98; %37,53+0,76; %34,96+1,03
ve %25,05+5,38 olarak bulundu.

Bununla birlikte Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nmn farkli kistmlarmin
metanol ekstreleri ile ¢galigmada kullanilan standartlarin 100 pg/ml konsantrasyonda ferroz
iyonlarimi (Fe*") selatlama kapasiteleri sirasiyla BHA > BHT > yaprak metanol ekstresi >

Troloks > gévde metanol ekstresi > a-Tokoferol > cicek metanol ekstresi > kdk metanol



Cizelge 4.1. Ekstrelerin ve standartlarin % metal selatlama kapasiteleri

ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla %57,01+£0,68; %55,80+0,70; %47,34+0,84;
%638,08+0,98; %37,424+0,99; %34,96+1,03; %30,55+1,10 ve %22,34+1,23 olarak bulundu.

Numune 25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/ml

Aseton* 30,57+1,67° 33,73+1,39°  36,67+£0,74° 37,53+0,76"
Etil asetat 38,50+5,60° 41,43+4,94%  46,13+2,07° 47,3742,91°
Diklorometan 41,35+1,90° 46,72+2.88%"  50,29+2,67°" 52,82+0,01°
Metanol 25,1744,73° 25,95+4,64° 26,48+5,08° 25,05+5,38"
Saf su 48,41+0,82" 51,28+0,77" 53,63+0,74® 55,91+0,70°
Yaprak** 42,7240,90° 4524+0,87% 46,67+0,85°  47,34+0,84°
Kok 11,85+1,40* 15,00+1,35"  21,16+1,25*  22,34+1,23"
Govde 19,21+1,28" 22,77+1,23°  29,97+1,11* 37,42+0,99"
Cicek 17,24+1,31° 23,56+1,21°  26,04+1,17° 30,55+1,10
BHA 50,31£0,79" 53,85+0,73%  55,07+0,712  57,01+0,68°
BHT 51,00+0,78" 53,49+0,74%  53,87+0,73" 55,80+0,70°
a-Tokoferol ~ 31,70£1,08¢ 32,23+1,07° 33,52+1,05% 34,96+1,03°
Troloks 33,08+1,06° 34,29+1,04° 35,75+1,02° 38,08+0,98"

ab.edebe Avng siitunda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

ab.be ed.de.ef f2 A vy siitunda iki harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak istii kisitmdan elde edilen gesitli ¢oziicli
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de goriildiigi gibi, elde edilen sonuglar standartlar ile
kiyaslandiginda genellikle BHA ve BHT’den daha diisiik metal selatlama aktivitesi
gozlendi. a-Tokoferol ve Troloksa gore ise bazi ekstreler daha etkili bir sekilde ferr6z
iyonlarmi (Fe’") selatlarken, digerleri de yakin selatlama oranlari gosterdi. Ornekler
arasinda en yiiksek metal selatlama oranini toprak tistii kisim saf su ekstresi (%55,91+0,70)

gosterirken, en diisiik oran kok metanol ekstresinde (%22,34+1,23) gbzlendi.
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Sekil 4.1. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak istii kisminin cesitli ¢oziicii
ekstreleri ile birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un
ferréz iyonlarmi (Fe*") selatlama kapasiteleri
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Sekil 4.2. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarmin metanol ekstreleri ile
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un ferr6z iyonlarini
(Fe’") selatlama kapasiteleri

4.1.2. Toplam indirgeme Kuvveti Tayinine ait Bulgular

Fe’ iyonlarmin indirgenmesi, bir bilesigin antioksidan aktivite gosterebilmesi i¢in

Oonemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin gostergesidir ve diger
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antioksidan ozellikler ile de yakindan iliskilidir (Isbilir, 2008). Bitki ekstrelerinin
ortamdaki ferrik iyonlarmi (Fe’") ferréz iyonlarina (Fe*") indirgeme kuvvetini belirlemek
iizere degisen ekstre ve standart konsantrasyonlarinda calisilarak olusan komplekslerin
absorbans1 700 nm’de 6l¢iildii. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme potansiyelini
gostermektedir.

Kiyaslama maddesi olarak standart antioksidan BHA, BHT ve a-Tokoferol
kullanildi. Calismada kullanilan tiim ekstrelerin ve standartlarin toplam indirgeme
kuvvetini gosteren konsantrasyona karsi absorbans grafikleri cizildi (Sekil 4.3 ve Sekil
4.4).

Her bir 6rnek ve standart i¢in 3 analiz islemi yapilmis olup sonuglar, bu 3 deneyden
elde edilen verilerin ortalamasi alinarak standart sapma ile birlikte verilmistir (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2. Ekstrelerin ve standartlarin Fe">’ii Fe'*’ye indirgeme kapasitesi

Numune

50 pg/ml

100 pg/ml

150 pg/ml

200 pg/ml

Aseton*

Etil asetat

0,139+0,0045°
0,119+0,0019°

0,148+0,0048
0,126+0,0017%

0,213+0,0067¢
0,205+0,0102%

0,345+0,0142°
0,262+0,0084°

Diklorometan 0,118+0,0027°  0,122+0,0055"  0,13040,0045*  0,132+0,0038"
Metanol 0,134+0,0048™  0,154+0,0036"  0,205+0,0108  0,231+0,0089°
Saf su 0,248+0,0038°  0,260+0,0031¢  0,262+0,0039°  0,265+0,0188°
Yaprak** 0,323+0,0185%  0,349+0,0441"  0,396+0,0449"  0,482+0,0329"
Kok 0,389+0,0095"  0,417+0,0214%  0,430+£0,0186'  0,494+0,0289"
Govde 0,279+0,0135"  0,286+0,0135°  0,298+0,0199"  0,312+0,021¢

Cicek 0,206+0,0107%  0,226+0,0106°  0,348+0,0310%  0,375+0,035°

BHA 0,138+0,0044°  0,155+0,0065"  0,172+0,0121>  0,192+0,0094"
BHT 0,137+0,0028™  0,140+0,0043"  0,147+0,0082*>  0,152+0,0100"

a-Tokoferol

0,123+0,0031%

0,128+0,0030%

0,133+0,0039°

0,140+0,0058"

ab.edebeht Ayn siitunda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

ab.be.ed Ayny siitunda iki harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.
+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak iistii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii
ekstrelerini ifade etmektedir.
**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.
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Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak Ustii kisminin ¢esitli ¢coziicii
ekstreleri ile ¢alismada kullanilan standartlarin 200 pg/ml konsantrasyonda, ortamdaki
ferrik iyonlarmni (Fe’") ferréz iyonlarma (Fe*") indirgeme kuvveti sirasiyla; aseton ekstresi
> saf su ekstresi > etil asetat ekstresi > metanol ekstresi > BHA > BHT > a-Tokoferol >
diklorometan ekstresi seklindedir. Bu degerler swrasiyla; 0,345+0,0142; 0,265+0,0188;
0,262+0,0084;  0,231+0,0089;  0,192+0,0094;  0,152+0,0100;  0,140+0,0058 ve
0,132+0,0038 olarak bulundu.

Bununla birlikte Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nm farkli kisimlarmin
metanol ekstreleri ile ¢alismada kullanilan standartlarin 200 pg/ml konsantrasyonda,
ortamdaki ferrik iyonlarmi (Fe’") ferréz iyonlarmna (Fe’”) indirgeme kuvveti sirasiyla; kok
metanol ekstresi > yaprak metanol ekstresi > ¢icek metanol ekstresi > gdvde metanol
ekstresi > BHA > BHT > oa-Tokoferol seklindedir. Bu degerler swrasiyla; 0,49440,0289;
0,482+0,0329; 0,375+0,035; 0,312+0,021; 0,152+0,0100; 0,140+0,0058 ve 0,132+0,0038
olarak bulundu.

Sekil 4.3 ve 4.4’de goriildiigli gibi, sonuclar standartlar ile kiyaslandiginda, toprak
iistli kisminin diklorometan ekstresi (0,132+0,0038) disindaki tiim ekstreler, BHA, BHT ve
a-Tokoferol’den daha yiiksek indirgeme kuvveti gosterdi. En yiiksek indirgeme kuvveti ise

kok metanol ekstresi (0,494+0,0289) tarafindan gosterildi.

0,4 —&— Aseton Ekstresi
0,35 | —l—Etil asetat Ekstresi
—a&— Diklorometan Ekstresi

’g 43 '~ —<—Metanol Ekstresi
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% o - —BHA
‘B'E‘ BHT
§ 0,15 7 u-Tokoferol
= 0,1
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Sekil 4.3. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {istii kisminin gesitli ¢oziicii ekstreleri
ile birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve o-Tokoferol’iin, Fe"’ii Fe*’ye indirgeme

kuvvetleri
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Sekil 4.4. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarmin metanol ekstreleri ile
birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve a-Tokoferol’iin, Fe'*’ii Fe*’ye indirgeme

kuvvetleri

4.1.3. DPPH Giderme Aktivitesi Olciimiine ait Bulgular

Antioksidan aktivitesi hesaplamada en fazla tercih edilen yontemlerden birisi de,
DPPH serbest radikali giderme yontemidir. Bu yontemin temeli, uzun omiirlii bir azot
radikali olan DPPH’1n, antioksidan molekiilleriyle etkilesip hidrojen vererek indirgenmesi
ve boylece absorbansin diismesine dayanir. Absorbanstaki azalma ne kadar yiiksek olursa
radikal yakalama aktivitesi o kadar yiiksektir (Mathew ve Abraham, 2006).

Calismada kullanilan her bir numuneye ait ekstrelerin serbest radikal giderici
etkileri DPPH radikali lizerinden tayin edildi. Standart madde olarak BHA, BHT, ao-
Tokoferol ve Troloks kullanildi. Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

A — A
Knnu-;l Numune % 100

0% Inhibisyon =
Kontrol

Bu formiilde Axonwor, DPPH ¢Ozeltisinin absorbans degeridir. Anymune 1€ bitki

ekstresi veya standartin absorbansidir.
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Ekstrelerin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin konsantrasyona karst %
inhibisyon grafikleri ¢izildi. Her bir 6rnek ve standart icin 2 analiz islemi yapilmis olup
sonuclar bu 2 deneyden elde edilen % DPPH giderme aktivitelerinin ortalamasi aliarak

standart sapma ile birlikte verildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Ekstrelerin ve standartlarin % DPPH giderme aktiviteleri

Numune 0,05 mg/ml 0,10 mg/ml 0,15 mg/ml 0,20 mg/ml
Aseton* 69,94+1,33"  72,82+1,15°  74,60+0,85¢ 75,85+1,21%
Etil asetat 48,90+1,27°  62,97+1,37°  68,19+1,70° 74,67+0,47°
Diklorometan 50,56+0,62°  52,32+0,45"  59,14+1,61* 62,73+1,04*
Metanol 69,89+1,26"  79,30+0,42"  80,46+0,75" 81,13+1,22%"
Saf su 58,93+1,32"  63,09+0,13°  64,67+0,95" 69,92+1,11°
Yaprak** 56,94+1,33°  60,89+1,26°  64,60+0,86" 68,76+1,07°
Kok 62,82+1,16°  63,98+1,38°  64,64+0,91" 66,40+0,85"
Govde 65,87+1,23°  70,49+0,70°  72,74+1,04" 77,35+0,91°
Cicek 61,06+0,08°  63,16+0,22°  64,77£0,31° 66,12+1,25"
BHA 79,26+0,37"  80,28+0,39'  80,88+0,17" 82,50+0,70"
BHT 70,43+0,61'  77,14+0,19'®  78,74+0,37" 79,83+1,65¢
o-Tokoferol ~ 74,40£0,56%  78,16£0,23%"  79,36+0,51 80,26+0,37%"
Troloks 75,12+0,17¢  75,97+0,04"  77,65+0,49° 79,22+1,10"

abcedeleht Avny situnda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir
ve istatistiksel olarak anlamlidir.

be ed, de.ef. fe. gh. b A vy siitunda iki harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak iistii kistmdan elde edilen gesitli ¢oziicii
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {stii kisminin ¢esitli ¢coziicii
ekstreleri ile ¢aligmada kullanilan standartlarm 0,20 mg/ml konsantrasyonda, % DPPH
giderme aktiviteleri sirasiyla; BHA > metanol ekstresi > a-Tokoferol > BHT = Troloks >
aseton ekstresi > etil asetat ekstresi > saf su ekstresi > diklorometan ekstresi seklindedir.
Bu degerler sirasiyla; 82,50+0,70; 81,13+1,22; 80,26+0,37; 79,83+1,65; 79,22+1,10;
75,85+1,21; 74,67+0,47; 69,92+1,11 ve 62,73+1,04 olarak bulundu.
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Sekil 4.5. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nn toprak istii kisminin ¢esitli ¢oziicli ekstreleri ile
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un, % DPPH giderme
aktiviteleri

100

—&— Yaprak metanol ekstresi

20 —— Kok metanol ekstresi

—A&— Giévdemetanol ekstresi

—— Cicek metanol ekstresi
—+—BHA
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DPPH Giderme Aktivitesi (%oInh.)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
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Sekil 4.6. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstreleri ile birer
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un, % DPPH giderme
aktiviteleri

Yine Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarmin metanol
ekstreleri ile ¢aliymada kullanilan standartlarm 0,20 mg/ml konsantrasyonda, % DPPH

giderme aktiviteleri sirasiyla; BHA > a-Tokoferol > BHT = Troloks > govde metanol
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ekstresi > yaprak metanol ekstresi > kok metanol ekstresi = ¢icek metanol ekstresi
seklindedir. Bu degerler swrasiyla; 82,504+0,70; 80,26+0,37; 79,83+1,65; 79,22+1,10;
77,35+0,91; 68,76+1,07; 66,40+0,85 ve 66,12+1,25 olarak bulundu.

Sekil 4.5 ve 4.6’da goriildiigii gibi, sonuclar standartlar ile kiyaslandiginda, 0,20
mg/ml konsantrasyonda toprak iistii kismin metanol ekstresi (%81,13+1,22) ile gévde
metanol ekstresi (%77,35+0,91), standarlara yakin % DPPH giderme aktivitesi
gostermektedir. En diisik % DPPH giderme aktivitesine ise toprak tistli kismin

diklorometan ekstresinde (%62,73+1,04) rastland1.

4.1.3.1. ICs¢ Degerleri

Cizelge 4.4. Ekstrelerin ve standartlarin DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglarindan elde edilen ICs,
degerleri

Numune ICsy degeri (mg/ml)
Aseton* 0,064+0,001°¢
Etil asetat 0,078+0,002"
Diklorometan 0,098+0,0028
Metanol 0,056+0,004
Saf su 0,076+0,005"
Yaprak** 0,066+0,004°
Kok 0,060+0,002%
Govde 0,056+0,007
Cicek 0,061+0,004%
BHA 0,043+0,003°
BHT 0,047+0,005
a-Tokoferol 0,053+0,001%
Troloks 0,046+0,003*

aboed et e Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farkhidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

ab.be.ed. de A vy siitunda iki harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

*Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak istii kisimdan elde edilen ¢esitli ¢oziici
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

ICso degeri, reaksiyon ortaminda bulunan herhangi bir radikalin ya da oksidan

bilesigin derisimini yariya diisiiren numune konsantrasyonuna denir. I1Csy degeri ile
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antioksidan aktivite arasinda ters oranti vardir. ICsy degeri ne kadar diisiikse antioksidan
aktivite o kadar yiiksektir. ICsy degerlerinin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda
calismak gereklidir (Yu wvd., 2002). Bu nedenle c¢alismalarimizda dort farkl
konsantrasyonda Ol¢iim alindi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonlari
hazirlanip absorbans Slgiimleri yapilir ve absorbanslar konsantrasyonuna karsi grafige
gecirilir. Maksimum absorbansin yarisma karsilik gelen konsantrasyon miktar: 1Csg
degerini verir. Bulunan absorbanslar ve karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek
ICso degerleri mg/ml cinsinden hesaplanir (Yu vd., 2002). Bu sekilde elde edilen degerler
Cizelge 4.4’de verilmektedir. Cizelge 4.4°e gore, calisilan ekstreler i¢inde en diistik 1Cs
degeri toprak iistii kismin metanol ekstresinde (0,056+0,004 mg/ml) ve govde metanol
ekstresinde (0,056+0,007 mg/ml), en yiiksek ICsy degeri ise toprak dsti kismin
diklorometan ekstresinde (0,098+0,002 mg/ml) ortaya c¢ikti. Toprak tistii kismin metanol
ekstresinde ve govde metanol ekstresinde, a-Tokoferol standarti ile kiyaslanabilecek kadar
diisiik 1Csy degerleri oldugu goriildii.

Calisilan tim ekstre ve standartlarin karsilastirmali ICsy degerleri, Sekil 4.7 ve

4.8’de verilmektedir.

0,11 1-Aseton ekstresi
0,098 2-Etil asetat ekstresi
0,1 3-Diklorometan ekstresi
. 0,09 4-Metanol ekstresi
E 0,08 0,078 0,076 5-Safsu elstresi
o 6-BHA
E 0’07 —"9;964 .............................. 7-BHT
'E/ 0,056 8-u-Tokoferol
q-.) 0’06 I U E— U’USE
= 0,047 00ag 2-Troloks
>§J 0’05 A O . . . U,U43 T .
"E 0’04 HI U N N P e e T .
ILS 0’03 SR DN N B DR W BN RN B
0’02 e . B B D ... D . . B
0’01 SR U NN B DR BN R R e
0

Sekil 4.7. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nn toprak iistii kisminin ¢esitli ¢dziicii ekstreleri ile
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks un ICsydegerleri
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! 2-Kok metanol ekstresi
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Sekil 4.8. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstreleri ile birer
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks un ICs, degerleri

0,056 0,061

4.1.4. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesinin Tayinine ait Bulgular

H,0,, yapisinda eslesmemis elektron igermedigi icin radikal degildir, ancak
biyolojik membranlar1 gecerek hiicrelerin arasina veya igine kolayca diflize olabilir ve
uzun Omiirli bir oksidandir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Bitki ekstrelerinin H,O;
giderme aktivitesi Ruch ve arkadaslarinin uyguladiklari metoda (1989) gore tayin edildi.
Orneklerin ve standartlarin H,O, giderme aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplandi.

A o B
0 H:0: Giderme Aktivitesi = —ioazel Numune « 100
'ai(nnu'ol

Formiilde verilen Agontror degeri ortamda sadece kompleks olusturan maddeler olan
fosfat tamponu ve H,O, varligindaki kontrol numunesinin absorbans degeridir. Anymune 15€
ekstrelerin ya da calismada kullanilan standart antioksidanlarin absorbans degeridir.

Her bir 0rnek ve standart i¢in 3 analiz islemi yapilmis olup sonuglar ise bu 3
deneyden elde edilen % H»O, giderme aktivitelerinin ortalamasi alinarak standart sapma

ile birlikte verildi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Ekstrelerin ve standartlarin % H,0O, giderme aktiviteleri

Numune 5 pg/ml 10 pg/ml 15 pg/ml 20 pg/ml
Aseton* 67,11+0,25™ 67,7040, 24 68,64+0,92° 69,77+0,62°
Etil asetat 66,46+1,81° 68,83+0,59" 69,27+0,51% 69,99+0,43*
Diklorometan ~ 68,70+0,35% 68,78+0,63" 69,02+0,95 70,48+1,13%
Metanol 69,16£0,29  69,75+0,53™¢  70,23+0,82°™¢  70,76+0,84"
Saf su 70,38+1,27°" 71,07+0,86%" 71,93+1,03% 72,87+1,32°
Yaprak** 68,47+0,12" 69,03+0,59" 69,73+0,72*  70,55+0,92%
Kok 69,75+0,96°¢  71,12+1,04% 71,35+0,87°%¢  71,64+1,10
Govde 69,20+0,58°%  69,70+0,14*¢  71,17+1,27%%  72,22+0,70"
Cicek 70,19+0,67%"  70,40+0,51% 71,4540,94°%  71,714+0,96™°
BHA 70,05+0,35%¢  70,54+0,53% 71,97+1,25% 72,89+1,38°
BHT 68,67+1,21% 70,15+0,45°°  70,55+0,95  72,91+1,07°
o-Tokoferol ~ 71,68+0,62" 72,00+0,48" 72,60+0,76° 73,19+1,32°
Troloks 70,64+0,78° 70,94:0,90°" 70,34+1,73"4  71,39+1,15%*

& boe e T Ayny siitunda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve

istatistiksel olarak anlamlidir.

f, f . g o e . . . - . ..
ab. be. cd, de, ef, abe, bed, ede, def, abed. bede A vy giitunda iki, ti¢ ve dort harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak

anlaml1 degildir.
+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.
*Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak istii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziici
ekstrelerini ifade etmektedir.
**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak Ustii kisminin ¢esitli ¢coziicii
ekstreleri ile c¢alismada kullanilan standartlarm 20 pg/ml konsantrasyonda, % H,O;
giderme aktiviteleri sirasiyla; a-Tokoferol > BHT =~ BHA = saf su ekstresi > Troloks >
metanol ekstresi > diklorometan ekstresi > etil asetat ekstresi > aseton ekstresi seklindedir.
Bu degerler swrasiyla; 73,19+1,32; 72,91+1,07; 72,89+1,38; 72,87+1,32; 71,39+1,15;
70,76+0,84; 70,48+1,13; 69,99+0,43 ve 69,77+0,62 olarak bulundu.

Bununla birlikte Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nm farkli kisimlarmin
metanol ekstreleri ile calismada kullanilan standartlarin 20 pg/ml konsantrasyonda, %
H,0, giderme aktiviteleri sirasiyla; a-Tokoferol > BHT =~ BHA > govde metanol ekstresi >
cicek metanol ekstresi > kok metanol ekstresi > Troloks > yaprak metanol ekstresi
seklindedir. Bu degerler swasiyla; 73,19+1,32; 72,91+1,07; 72,89+1,38; 72,22+0,70;
71,71+0,96; 71,64+1,10; 71,39+1,15 ve 70,55+0,92 olarak bulundu.

45



Sekil 4.9 ve 4.10’da goriildiigii gibi, sonuglar standartlar ile kiyaslandiginda, 20
pg/ml konsantrasyonda tiim Ornekler standartlara yakin % H»O, giderme aktivitesi
gostermektedir. Orneklerden, en yiiksek % H,0, giderme aktivitesini toprak {istii kisim saf
su ekstresi (%72,87+1,32) gosterirken, en diisiik aktivite toprak distii kismin aseton

ekstresinde (%69,77+0,62) gozlendi.
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Sekil 4.9. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak istii kisminmn cesitli ¢oziicii
ekstreleri ile birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un

20 pg/ml konsantrasyonlarinin % H,0, giderme aktiviteleri
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Sekil 4.10. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstreleri ile
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin % H,O, giderme aktiviteleri
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4.1.5. Toplam p-karoten ve Likopen Iceriginin Belirlenmesine ait Bulgular

Bitki ekstrelerinin karotenoid igerigi Barros ve arkadaslarinin yaptiklari
calismalardaki metot kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. ( Barros vd., 2007).

Ekstrelerin B-karoten ve likopen igerikleri asagidaki formiillerle hesaplandi.

B-karoten (mg/100 ml) = 0,216A663 — 0,304As505 + 0,452A453
Likopen (mg/lOO ml) = —0,0458A663+ 0,372A505 — 0,0806A453

Formiilde Age3; 663 nm, Asps; 505 nm ve Aysz ise 453 nm dalga boylarinda okunan
absorbans degerlerini ifade etmektedir. Sonuclar g ekstredeki mg karotenoid miktari
cinsinden hesaplandi.

Her bir 6rnek ve standart icin 3 analiz islemi yapilmis ve sonuglar ise bu 3
deneyden elde edilen B-karoten iceriklerinin ortalamasi alarak standart sapma ile birlikte

verildi. Sonuclar Cizelge 4.6’da verildi.

Cizelge 4.6. Ekstrelerin B-karoten igerikleri (mg/g ekstre)

Numune mg/g ekstre

Aseton* 9,235:0,080"
Etil asetat 5,454+0,166°
Diklorometan 10,96i0,243h
Metanol 4,322+0,026"
Saf su 5,384+0,086°
Yaprak** 10,36+0,0578
Kok 3,051+0,053*
Govde 6,861+0,068"
Cigek 8,273+0,193¢

abedetem Avn situnda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve

istatistiksel olarak anlamlidir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

*Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak iistii kisimdan elde edilen cesitli ¢oziicii
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak istii kisim cgesitli ¢oziicii

ekstrelerinin B-karoten igerikleri sirasiyla; diklorometan ekstresi > aseton ekstresi > etil
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asetat ekstresi = saf su ekstresi > metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla;
10,96+0,243; 9,235+0,080; 5,454+0,166; 5,384+0,086 ve 4,322+0,026 mg/g ekstre olarak

bulundu.

12 - AE-Aseton Ekstresi
EAE-Etil asetat Ekstresi
DME-Diklorometan Ekstresi
ME-Metanol Ekstresi

SSE-Safsu Ekstresi
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Sekil 4.11. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {isti kisminin gesitli
¢oziicii ekstrelerinin B-karoten igerikleri

YME-Yaprak metanol ekstresi
KME-Kok metanol ekstresi
GME-Gévdemetanol ekstresi

I CME-Cigelk metanol ekstresi
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Sekil 4.12. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarmin metanol
ekstrelerinin B-karoten igerikleri
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Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarimin metanol
ekstrelerinin B-karoten icerikleri sirasiyla; yaprak metanol ekstresi > ¢icek metanol ekstresi
> gdvde metanol ekstresi > kok metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla;
10,36+0,057; 8,273+0,193; 6,861+0,068 ve 3,051+0,053 mg/g ekstre olarak bulundu.

Sekil 4.11 ve 4.12°de goriildiigii gibi, sonuglar kendi aralarinda kiyaslandiginda,
toprak istii kismm diklorometan ekstresi (10,96+0,243 mg/g ekstre) ve yaprak metanol
ekstresinin (10,360,057 mg/g ekstre) birbirine yakin ve en yiiksek B-karoten igerigine
sahip olduklar1 saptandi. En diisiik p-karoten miktar1 ise kok metanol ekstresinde
(3,051+0,053 mg/g ekstre) gozlendi.

Her bir 6rnek ve standart i¢in 3 analiz islemi yapilmis olup sonuglar, bu 3 deneyden
elde edilen likopen iceriklerinin ortalamasi alinarak standart sapma ile birlikte verildi.

Sonuglar Cizelge 4.7°de verildi.

Cizelge 4.7. Ekstrelerin likopen igerikleri (mg/g ekstre)

Numune mg/g ekstre

Aseton* 1,414+0,1267°
Etil asetat 1,732+0,0382¢
Diklorometan 3,734+0,0580"
Metanol 0,947+0,0176"
Saf su 2,322+0,0646°
Yaprak** 4,849+0,0536%
Kok 1,522+0,0182°
Govde 2,281+0,0213¢
Cicek 3,717+0,0364"

&b de e Avn siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve

istatistiksel olarak anlamlidir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

*Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak {istii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii

ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak istii kisim cgesitli ¢oziicii

ekstrelerinin likopen igerikleri ise sirasiyla; diklorometan ekstresi > saf su ekstresi > etil

asetat ekstresi > aseton ekstresi > metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla;

3,734+0,0580; 2,322+0,0646; 1,732+0,0382; 1,414+0,1267 ve 0,947+0,0176 mg/g ekstre

olarak bulundu.
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Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin  metanol
ekstrelerinin likopen igerikleri sirasiyla; yaprak metanol ekstresi > ¢igek metanol ekstresi >
govde metanol ekstresi > kok metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla;
4,849+0,0536; 3,717+0,0364; 2,281+0,0213 ve 1,522+0,0182 mg/g ekstre olarak
belirlendi.

Sekil 4.13 ve 4.14’de goriildiigii gibi, sonuglar kendi aralarinda kiyaslandiginda,
yaprak metanol ekstresinin (4,849+0,0536 mg/g ekstre) en yiiksek likopen miktarma sahip
oldugu bulundu. En diisiik likopen miktar1 ise toprak iistii kisim metanol ekstresinde

(0,947+0,0176 mg/g ekstre) saptandi.

4 AE-Aseton Ekstresi
EAE-FEtil asetat Ekstresi

o 35 DME-Diklorometan Ekstresi
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Sekil 4.13. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {isti kismmin gesitli ¢oziicii
ekstrelerinin likopen igerikleri
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Sekil 4.14. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstrelerinin
likopen igerikleri

4.1.6. Toplam Fenol Icerigi Bulgulan

Calismada bitki ekstrelerinin fenolik madde tayini, Singleton ve Rossi (1965)’ nin
uyguladig1 Folin-Ciocalteu metoduna gore yapildi. 50-500 pg/ml konsantrasyonlari
arasinda hazirlanan gallik asit ¢ozeltilerine FCR ile toplam fenol igerigi tayini yapildi.
Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda cizilen standart grafigin denkleminden,
orneklerin toplam fenolik bilesik miktarlari, mg gallik asit (mg GAE/g ekstre) esdegeri
seklinde hesaplandi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Toplam fenol igerigi i¢in gallik asit ile hazirlanan standart grafik
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Deneyler 3 defa tekrar edilerek sonuglar, bu 3 deneyden elde edilen toplam fenol
icerigi miktarlarinin ortalamasi alinarak standart sapma ile birlikte verildi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8’de goriildiigi gibi Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak
istli kismiin gesitli ¢oziicii ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam fenol icerikleri sirasiyla;
metanol ekstresi > aseton ekstresi > etil asetat ekstresi > saf su ekstresi > diklorometan
ekstresi seklindedir. Bu degerler smasiyla; 103,25+1,01; 76,814+2,08; 63,90+0,74;
54,70+1,93 ve 46,75+2,09 mg GAE/g ekstre olarak bulundu.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin  metanol
ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam fenol igerikleri sirasiyla; kok metanol ekstresi > yaprak
metanol ekstresi > ¢igek metanol ekstresi > govde metanol ekstresi seklindedir. Bu
degerler sirasiyla; 115,2945,04; 111,32+1,72; 89,23+5,28 ve 67,01+3,07 mg GAE/g ekstre

olarak belirlendi.

Cizelge 4.8. Ekstrelerin toplam fenol igerikleri (mg GAE/g ekstre)

Numune mg GAE/g ekstre
Aseton* 76,8 112,08d

Etil asetat 63,90+0,74°
Diklorometan 46,75+2,09*
Metanol 103,25+1,01"

Saf su 54,70+1,93°
Yaprak** 111,32+1,728
Kok 115,29+5,04¢
Govde 67,01+3,07¢
Cicek 89,23+5,28°

abed et e Avn siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

*Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak iistii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Sekil 4.16 ve 4.17°de gorildiigii gibi, en yiiksek fenol icerigi kok metanol
ekstresinde (115,29+5,04 mg/g ekstre) tespit edildi. En diisiik fenol icerigi ise toprak iistii
kisim diklorometan ekstresinde (46,75+2,09 mg/g ekstre) saptandi.
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Sekil 4.16. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak Ustii kismmin gesitli ¢oziicl
ekstrelerinin toplam fenol igerikleri
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Sekil 4.17. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstrelerinin
toplam fenol icerikleri

4.1.7. Toplam Antioksidan Kapasitenin Saptanmasina ait Bulgular

Calismada kullandigimiz Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin antioksidan
kapasitesi spektrofotometrik fosfomolibden yontemine gore belirlendi. Sonuglar mg o-

TE/g ekstre seklinde verildi.
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Sekil 4.18. Toplam antioksidan kapasite tayini i¢in a-Tokoferol ile hazirlanan standart grafik

Deneyler 3 defa tekrar edilerek sonuglar, bu 3 deneyden elde edilen toplam

antioksidan kapasite miktarlarinin ortalamasi alinarak standart sapma ile birlikte verildi

(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Ekstrelerin toplam antioksidan kapasiteleri (mg a-TE/g ekstre)

Numune mg a-TE/g ekstre
Aseton* 212,11£9,64°

Etil asetat 163,11+£7.47°
Diklorometan 159,05+4,57°
Metanol 161,43+8,92°

Saf su 38,48+3,86"
Yaprak** 91,80+1,69"

Kok 164,76+9,52°
Govde 85,332,40°
Cicek 64,65+7,01%

b.¢ 4 Aynp siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve istatistiksel
olarak anlamlidir.

® Ayni siitunda iki harfle gosterilen deger istatistiksel olarak anlaml1 degildir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak istii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii ekstrelerini
ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.
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Cizelge 4.9°da goriildigi gibi Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak
istii kismmin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam antioksidan miktarlari
sirasiyla; aseton ekstresi > etil asetat ekstresi > metanol ekstresi > diklorometan ekstresi >
saf su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla; 212,11£9,64; 163,11+7,47; 161,43+8,92;
159,05+4,57 ve 38,48+3,86 mg a-TE/g ekstre olarak bulundu.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin  metanol
ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam antioksidan miktarlar1 sirasiyla; kok metanol ekstresi >
yaprak metanol ekstresi > gdvde metanol ekstresi > ¢icek metanol ekstresi seklindedir. Bu
degerler sirasiyla; 164,76+9,52; 91,80+1,69; 85,33+2,40 ve 64,65+7,01 mg o-TE/g ekstre
olarak bulundu.

Sekil 4.19 ve 4.20°de gorildigi gibi, en yiiksek toplam antioksidan miktar1 toprak
istii kismin aseton ekstresinde (212,1149,64 mg/g ekstre) bulundu. En diisiik toplam

antioksidan miktar1 ise toprak istii kismin saf su ekstresinde (38,48+3,86 mg/g ekstre)

goriildii.
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Sekil 4.19. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak Ustii kismmin gesitli ¢oziici
ekstrelerinin toplam antioksidan miktarlari
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Sekil 4.20. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol ekstrelerinin
toplam antioksidan miktarlari

4.1.8. Fenolik Asit Iceriginin Saptanmasina ait Bulgular

Fenolik asitler; suda c¢oziinebilen ve bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunan

ikincil metabolitlerdir (Mattila ve Hellstrom, 2007). Fenolik asitler genelde bitki

hiicrelerinde serbest halde bulunmamaktadir. Bunlar kompleks seklinde ya vakuollerde

¢oziinmiis halde ya da hiicre duvari bilesenlerine baglanmis durumdadirlar (ibadova,

2006).
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Fenolik asit tayini i¢in kafeik asit ile hazirlanan standart grafik

56



Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nm fenolik asit igerigi, Koncic ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalardaki metoda gore belirlendi (Koncic vd., 2010). 100-
1000 ppm konsantrasyonlar arasinda hazirlanan kafeik asit ¢ozeltilerinin absobanslar1 505
nm’de 6lgiildii. Okunan absorbanslar ile konsantrasyonlar arasinda ¢izilen kafeik asit ile
hazirlanan standart grafigin denkleminden, orneklerin fenolik asit igerigi mg kafeik asit
(mg KAE/g ekstre) esdegeri seklinde hesapland1 (Sekil 4.21).

Deneyler 3 defa tekrar edilerek sonuglar ise bu 3 deneyden elde edilen fenolik asit
iceriklerinin ortalamasi almarak standart sapma ile birlikte verildi (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10°da goriildigi gibi Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin
toprak iistii kisminin c¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin 1 g’da bulunan fenolik asit miktarlar1
sirastyla; diklorometan ekstresi > etil asetat ekstresi > aseton ekstresi > metanol ekstresi >
saf su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla; 0,896+0,0001; 0,685+0,0001;
0,590+0,0001; 0,489+0,0002 ve 0,339+0,0003 mg KAE/g ekstre olarak bulundu.

Cizelge 4.10. Ekstrelerin fenolik asit i¢erikleri (mg KAE/g ekstre)

Numune mg KAE/g ekstre
Aseton* 0,590+0,00018
Etil asetat 0,685+0,0001"
Diklorometan 0,896+0,0001"
Metanol 0,489+0,0002"
Saf su 0,339+0,0003°
Yaprak** 0,391+0,0010¢
Kok 0,472+0,0001¢
Govde 0,251+0,0002°
Cicek 0,262+0,0003"

ab.edebeht Ay siitunda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak istii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii ekstrelerini
ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.
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Sekil 4.22. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {isti kismmin gesitli ¢oziicii
ekstrelerinin fenolik asit miktarlari
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Sekil 4.23. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarmin metanol
ekstrelerinin fenolik asit miktarlari

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin  metanol
ekstrelerinin 1 g’da bulunan fenolik asit miktarlar1 sirasiyla; kok metanol ekstresi > yaprak
metanol ekstresi > cigek metanol ekstresi > gdvde metanol ekstresi seklindedir. Bu
degerler smrasiyla; 0,472+0,0001; 0,391+0,0010; 0,262+0,0003 ve 0,251+0,0002 mg
KAE/g ekstre olarak bulundu.
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Sekil 4.22 ve 4.23’de goriildiigii gibi, en yliksek fenolik asit miktar1 toprak {istii
kistm diklorometan ekstresinde (0,896+0,0001 mg/g ekstre) ve en diisiik fenolik asit
miktar1 ise govde metanol ekstresinde (0,25140,0002 mg/g ekstre) goriildii.

4.1.9. Toplam Flavonoid I¢erigi Tayinine ait Bulgular

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitki ekstrelerinin flavonoid igeriklerinin
tayini, Chang ve arkadaslarinin uyguladigr metodlar esas alinarak belirlendi (Chang vd.,
2002). Degisik konsantrasyonlarda (50-500 pg/ml) hazirlanan kersetin ¢ozeltilerinin 415
nm’de okunan absorbanslari ile kersetin konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen standart
grafigin denkleminden Orneklerin toplam flavonoid igerikleri, mg kersetin (mg KE/g
ekstre) esdegeri hesaplandi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Toplam flavonoid igerigi tayini igin kersetin ile hazirlanan standart grafik

Bu caligmadaki deneyler 3 defa tekrar edilerek sonuglar, deneylerden elde edilen
toplam flavonoid igeriklerinin ortalamasi alinarak standart sapma ile birlikte verildi

(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Ekstrelerin toplam flavonoid igerikleri (mg KE/g ekstre)

Numune mg KE/g ekstre
Aseton* 45,67+3,64'

Etil asetat 36,77+1,05°
Diklorometan 60,48+5,48%
Metanol 40,27+2,40
Safsu 9,39+2,14°
Yaprak** 25,1442,76%
Kok 28,90+3,23¢
Govde 15,86+1,26™
Cigek 21,27+1,54"

ab.edele Avny situnda farkh harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir ve
istatistiksel olarak anlamlidir.

ab.be. ed.de.ef Ay siitunda iki harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.

+ ile verilen degerler ortalama degerlerin standart sapmasidir.

* Aseton, Etil asetat, Diklorometan, Metanol, Saf su; toprak iistii kisimdan elde edilen gesitli ¢oziicii
ekstrelerini ifade etmektedir.

**Yaprak, Kok, Govde, Cigek; farkli kisimlardan elde edilen metanol ekstrelerini ifade etmektedir.

Cizelge 4.11’de goriildigi gibi Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin
toprak iistii kisminin ¢esitli ¢ziicii ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam flavonoid icerikleri
sirasiyla; diklorometan ekstresi > aseton ekstresi > metanol ekstresi > etil asetat ekstresi >
saf su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla; 60,48+5,48; 45,67+3,64; 40,27+2,40;
36,77+1,05 ve 9,39+2,14 mg KE/g ekstre olarak bulundu.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin  metanol
ekstrelerinin 1 g’da bulunan toplam flavonoid igerikleri sirasiyla; kok metanol ekstresi >
yaprak metanol ekstresi > ¢icek metanol ekstresi > gdvde metanol ekstresi seklindedir. Bu
degerler swrasiyla; 28,9043,23; 25,1442,76; 21,27+1,54 ve 15,86+1,26 mg KE/g ekstre
olarak belirlendi.

Sekil 4.25 ve 4.26’da gorildigii gibi, en yiiksek flavonoid igerigi toprak iistii
kismim diklorometan ekstresinde (60,48+5,48 mg/g ekstre) gozlendi. En diisiik flavonoid

icerigi ise toprak tstii kismin saf su ekstresinde (9,39+2,14 mg/g ekstre) hesapland:.
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Sekil 4.25. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak iisti kismmin gesitli ¢oziicii
ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri
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Sekil 4.26. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin farkli kisimlarinin metanol
ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri

4.2. Bitki Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktivitelerine ait Bulgular

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini

belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarm bulgular1 Cizelge 4.12 ve 4.13’de verildi.
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Cizelge 4.12. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’ nin toprak {iisti kismmin c¢esitli ¢oziici
ekstrelerinin test mikroorganizmalari iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon Zonunun Cap1 (mm)

B7)
=
7 Z _
— — 5] @ —_—
5 @ = = §7 e s
S s g 2 2 g 2
- o e = © = .
. . 3 & ) = 2 = 3=
Mikroorganizma 57 — = = o &0 S
< s A = & z <
B. subtilis* 10 12 11 11 10 i 27
E. coli* 10 - 10 - 9 i 22
K. pneumoniae* 11 12 12 10 9 i 24
S. aureus* 15 13 14 13 12 ) 24
Candida spp* 8 9 8 8 8 i 23
P. aeruginosa* 11 9 11 9 8 i 25
Streptococcus spp* 12 11 13 11 10 i 23
T
S typhimurium 11 12 3 11 10 - 26
S. cerevisiae™ 12 10 11 10 9 ) 21
A. niger** 14 12 11 11 10 - NT

(NT): Denenmedi

Pozitif kontrol olarak Streptomisin antibiyotik diskleri kullanilmistir (Bioanalyse).

Negatif kontrol olarak DMSO (Merck) kullanilmistir.

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda olup disklere
40’ar pl ekstre emdirilmistir.

(**) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini géstermektedir. Kuyucuklar 6 mm ¢apinda olup
kuyucuklara 40°ar pl ekstre aktarilmustir.
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Cizelge 4.13. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’ nin farkli kisimlarindan elde edilen
metanol ekstrelerinin test mikroorganizmalari lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon Zonunun Cap1 (mm)

- — _

A T T

s = R Z

T % 03 2 3

g o p— —

5 3 § §E £ &

£ 8 g o 2 S

4 2 g = Gy
Mikroorgani = 5 2 x5 E

roorganizma £ = 2z s & S

> N &) o Z ~
B. subtilis* 12 10 - 11 i 27
E. coli* 10 7 7 i 22
K. pneumoniae* 12 9 10 10 i 24
S. aureus* 16 14 9 12 i 24
Candida spp* 9 9 8 11 i 23
P. aeruginosa* 13 10 - 11 i 25
Streptococcus spp* 9 11 - 11 i 23

T

8. typhimurium 1311 10 1 - 26
S. cerevisiae™ 11 7 - 8 i 21
A. niger** 15 9 8 13 - NT

(NT): Denenmedi

Pozitif kontrol olarak Streptomisin antibiyotik diskleri kullanilmistir (Bioanalyse).

Negatif kontrol olarak DMSO (Merck) kullanilmistir.

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini goéstermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda olup disklere
40’ar pl ekstre emdirilmistir.

(**) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarint géstermektedir. Kuyucuklar 6 mm ¢apinda olup
kuyucuklara 40°ar pl ekstre aktarilmustir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak tstii kisim aseton ekstresinin,
mikroorganizma kiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptandi.
Toprak iistii kismi aseton ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine karsi olusturdugu
inhibisyon zon caplar1 sirasiyla; Staphylococcus aureus 6538P > Aspergillus niger
RSKKO04017 > Streptococcus spp = Saccharomyces cerevisiae > Klebsiella pneumoniae

EMCS = Pseudomonas aeruginosa DSM50071 = Salmonella typhimurium NRRLE4413 >
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Bacillus subtilis IM622 = Escherichia coli ATCC25922 > Candida spp seklindedir.
Toprak {istii kismin aseton ekstresi, Staphylococcus aureus 6538P’e karst maksimum
antimikrobiyal aktivite gostermis olup, 15 mm biiylikligiinde inhibisyon zonu
olusturmustur. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise Candida spp’ye karsi, 8 mm
inhibisyon zonu olusturarak, gosterdi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak iisti kismin etil asetat
ekstresinin, Escherichia coli ATCC25922 disinda kalan mikroorganizma Kkiiltiirlerinin
tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmustir. Toprak istii kismimn etil
asetat ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine kars1 olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari
sirasiyla; Staphylococcus aureus 6538P > Bacillus subtilis IM622 = Klebsiella pneumoniae
EMCS = Salmonella typhimurium NRRLE4413 = Aspergillus niger RSKKO04017 >
Streptococcus spp > Saccharomyces cerevisiae > Candida spp =  Pseudomonas
aeruginosa DSM50071 seklindedir. Toprak iistii kisim etil asetat ekstresi, Staphylococcus
aureus 6538P’e karst maksimum antimikrobiyal aktivite gostermis olup, 13 mm
biiytikliiglinde inhibisyon zonu olusturmustur. Escherichia coli ATCC25922’ye karsi1 ise
antimikrobiyal etki gostermedigi belirlendi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak {istii kismm diklorometan
ekstresinin, mikroorganizma Kkiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptandi. Toprak {istii kismin diklorometan ekstresinin, mikroorganizma
kiiltlirlerine kars1 olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla; Staphylococcus aureus
6538P > Streptococcus spp = Salmonella typhimurium NRRLE4413 > Klebsiella
pneumoniae EMCS > Bacillus subtilis IM622 ~ Pseudomonas aeruginosa DSM50071 =
Saccharomyces cerevisiae =~ Aspergillus niger RSKKO04017 > Escherichia coli
ATCC25922 > Candida spp seklindedir. Toprak iistii kismin diklorometan ekstresi,
Staphylococcus aureus 6538P’e karst maksimum antimikrobiyal aktivite gostermis olup,
14 mm biiyiikliigiinde inhibisyon zonu olusturmustur. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi
ise Candida spp’ye karsi, 8 mm inhibisyon zonu olusturarak géstermistir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin toprak iisti kismm metanol
ekstresinin, Escherichia coli ATCC25922 disinda kalan mikroorganizma Kkiiltiirlerinin
tamamina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptandi. Toprak iistii kismin metanol
ekstresinin, mikroorganizma kiiltlirlerine kars1 olusturdugu inhibisyon zon caplar1 sirasiyla;
Staphylococcus aureus 6538P > Bacillus subtilis IM622 = Streptococcus spp = Salmonella
typhimurium NRRLE4413 = Aspergillus niger RSKKO04017 > Klebsiella pneumoniae
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EMCS = Saccharomyces cerevisiae > Pseudomonas aeruginosa DSMS50071 > Candida
spp  seklindedir. Toprak iistii kistm metanol ekstresi, Staphylococcus aureus 6538P’e
kars1 maksimum antimikrobiyal aktivite gostermis olup, 13 mm biiyiikliiglinde inhibisyon
zonu olusturmustur. Escherichia coli ATCC25922’ye karsi ise antimikrobiyal etki
gostermedigi belirlendi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nm toprak iistli kismin saf su ekstresinin,
mikroorganizma kiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptandi.
Toprak {stii kismin saf su ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine kars1 olusturdugu
inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla; Staphylococcus aureus 6538P > Bacillus subtilis IM622 =
Streptococcus spp = Salmonella typhimurium NRRLE4413 = Aspergillus niger
RSKKO04017 > Escherichia coli ATCC25922 = Klebsiella pneumoniae EMCS =
Saccharomyces cerevisiae > Candida spp = Pseudomonas aeruginosa DSMS50071
seklindedir. Toprak iistii kismin saf su ekstresi, Staphylococcus aureus 6538P’e karsi
maksimum antimikrobiyal aktivite gdstermis olup, 12 mm biiyiikliigiinde inhibisyon zonu
olusturmustur. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise Candida spp ve Pseudomonas
aeruginosa DSM50071e kars1, § mm inhibisyon zonu olusturarak, gosterdi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin yaprak metanol ekstresinin,
mikroorganizma kiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptandi.
Yaprak metanol ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine kars1 olusturdugu inhibisyon zon
caplar1 sirasiyla; Staphylococcus aureus 6538P > Aspergillus niger RSKK04017 >
Pseudomonas aeruginosa DSM50071 = Salmonella typhimurium NRRLE4413 > Bacillus
subtilis IM622 = Klebsiella pneumoniae EMCS > Saccharomyces cerevisiae > Escherichia
coli ATCC25922 > Streptococcus spp = Candida spp seklindedir. Yaprak metanol ekstresi,
Staphylococcus aureus 6538P’e karsit maksimum antimikrobiyal aktivite gostermis olup,
16 mm biiyiikliiglinde inhibisyon zonu olusturur. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise
Candida spp ve Streptococcus spp’ye karsi, 9 mm inhibisyon zonu olusturarak gosterir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin kok metanol ekstresinin,
mikroorganizma kiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptandi.
Kok metanol ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine karsi olusturdugu inhibisyon zon
caplar1 swasiyla; Staphylococcus aureus 6538P > Streptococcus spp = Salmonella
typhimurium NRRLE4413 > Bacillus subtilis 1M622 = Pseudomonas aeruginosa
DSM50071 > Klebsiella pneumoniae EMCS = Candida spp = Aspergillus niger
RSKKO04017 > Escherichia coli ATCC25922 = Saccharomyces cerevisiae seklindedir.
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Kok metanol ekstresi, Staphylococcus aureus 6538P’°e karst maksimum antimikrobiyal
aktivite gostermis olup, 14 mm biiyiikliiglinde inhibisyon zonu olusturmustur. Minimum
antimikrobiyal aktiviteyi 1ise Escherichia coli ATCC25922 ve Saccharomyces
cerevisiae’ye karsi, 9 mm inhibisyon zonu olusturarak gosterdi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin govde metanol ekstresinin, Bacillus
subtilis IM622, Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa DSMS50071,
Saccharomyces cerevisiae EMCS ve Streptococcus spp mikroorganizma kiiltiirlerine kars1
antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptandi. Klebsiella pneumoniae EMCS ve
Salmonella typhimurium NRRLE4413’e kars1 maksimum antimikrobiyal aktivite gdstermis
olup, 10 mm biiytlikliiglinde inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Minimum antimikrobiyal
aktiviteyi ise Candida spp ve Aspergillus niger RSKK04017’e karsi, 8 mm inhibisyon
zonu olusturarak gosterdi.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin ¢icek metanol ekstresinin,
mikroorganizma Kkiiltiirlerinin tamamimna karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi
saptanmistir. Cigek metanol ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine karsi olusturdugu
inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla; Aspergillus niger RSKK04017 > Staphylococcus aureus
6538P > Bacillus subtilis IM622 =~ Candida spp = Pseudomonas aeruginosa DSM50071 =
Streptococcus spp = Salmonella typhimurium NRRLE4413 > Klebsiella pneumoniae >
Saccharomyces cerevisiae EMCS > Escherichia coli ATCC25922 seklindedir. Cicek
metanol ekstresi, Aspergillus niger RSKKO04017’ye karst maksimum antimikrobiyal
aktivite gostermis olup, 13 mm biiyiikliglinde inhibisyon zonu olusturdu. Minimum
antimikrobiyal aktiviteyi ise Escherichia coli ATCC25922’ye kars1, 7 mm inhibisyon zonu
olusturarak, gosterdi.

Coziictileri ugurulmus kuru bitki ekstrelerini icinde ¢ozdiiglimiiz DMSO, negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Cizelge 4.12 ve 4.13’de goriildiigii gibi, DMSO emdirilen
disklerin etrafinda zon olusmamaktadir. Bu bulguya gore, ¢Oziiciiniin antimikrobiyal
aktivite degerlerine hi¢bir katkisinin olmadigi sonucu ¢ikarilabilmektedir.

Yine, Cizelge 4.12 ve 4.13’de goriildiigii gibi, pozitif kontrol olarak kullanilan
Streptomisin antibiyotik disklerinin mikroorganizma kiiltiirlerine kars1 olusturdugu
inhibisyon zon caplar1 sirasiyla; Bacillus subtilis 1M622 > Salmonella typhimurium
NRRLE4413 > Pseudomonas aeruginosa DSM50071 > Klebsiella pneumoniae EMCS =
Staphylococcus aureus 6538P > Candida spp = Streptococcus spp > Escherichia coli
ATCC25922 > Saccharomyces cerevisiae seklindedir. Aspergillus niger RSKK04017’ye
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kars1 pozitif kontrol kullanilmamistir. Streptomisin antibiyotik diskleri, Bacillus subtilis
IM622’ye kars1t maksimum antimikrobiyal aktivite gdstermis olup, 27 mm biiyiikliigiinde
inhibisyon zonu olusturmaktadir. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise Saccharomyces

cerevisiae’ye karsi, 21 mm inhibisyon zonu olusturarak géstermektedir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin degisik kisimlar1 (kok, yaprak, govde, kabuk,
cicek ve meyveleri) genellikle fenolik bilesikler (flavonoidler, fenolik asitler, tanninler,
lignanlar ve ligninler) bakimimndan zengindir. Bunlar antikanserojen, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite de dahil olmak {izere pek ¢ok biyolojik etkiye sahiptirler.

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarla, insan viicudunu serbest oksijen radikallerine
kars1 korumada dogal ve fenolik bilesiklerce zengin bitkisel kaynaklardaki fitonutrientlerin
yararli oldugu; bu bitkisel kaynaklarin koruyucu etkilerinin, igerdikleri askorbik asit (C
vitamini), a-tokoferol (E vitamini), karotenoidler, flavonoidler ve fenolik asitler gibi dogal
bilesiklerden geldigi belirlenmistir (Halvorsen vd., 2002).

Birgok tiirii tibbi 6neme sahip olan Compositae familyas1 iizerinde yapilan
calismalarda bircok sekonder metabolit elde edilmis ve biyolojik aktivite yoniinden ¢ok
sayida calisma yapilmistir (Thomas, 1989; Kalodera vd., 1997; Rezende vd., 2000;
Candan, 2003).

Tanacetum tirlerinin Tirkiye’de cok sayida olmast ve kayda deger oranda
endemizm gostermesi nedeniyle, bu tiirlerden elde edilecek yeni biyoaktif bilesikler
iilkemiz i¢in 6nemli bir ekonomik kaynak olusturacaktir (Kilig, 2007).

Bitkilerde antioksidan aktiviteden sorumlu binlerce bilesik vardir. Bu bilesiklerin
onemli bir kismi1 fenolik karakterdedir. Bu nedenle fenolik bilesik igerigi kimi zaman
antioksidan aktivitenin bir Ol¢iisii gibi diisiiniilebilir. Ancak bu konuda tespit edilmis bir
pozitif korelasyon yoktur ve bu iligki bitkiden bitkiye hatta ayni bitkinin cesitleri arasinda
farklilik gostermektedir. Toplam fenolik bilesik igerigi biiyiik oranda genetik faktorler ve
cevre kosullarina baghdir (Heim vd., 2002).

Antioksidan aktivite belirleme c¢aligmalarinda, en yiiksek aktivitenin hangi bilesik
tiirlerinden ileri geldigini gozlemlemek ve tespit etmek amaciyla, artan polariteye gore
¢oziicli sistemi kullanilmasi bu tiir ¢aligmalarda ¢ok yaygindir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin antioksidan 6zellikleriyle ilgili
genel bir degerlendirme yapilirsa; ekstreler arasinda en yiiksek metal selatlama aktivitesi,
toprak {istli kismin saf su ekstresinde (100 pug/ml konsantrasyonda, % 55,91) goriilmiistiir.
Bu oran BHT, o-tokoferol ve troloks’dan yiiksek, BHA’ya ise yakin bir degerdir.

Indirgeme kapasitesi en yiiksek ekstre ise kok metanol ekstresi olarak bulunmustur.



Diklorometan ekstresi disindaki tiim ekstreler, standart antioksidanlardan daha yliksek
indirgeme kapasitesi gostermistir. DPPH giderme aktivitelerine bakilarak hesaplanan ICs
degerleri bakimindan en iyi sonug, toprak iistii kismm metanol ekstresi (0,056 mg/ml) ve
govde metanol ekstresinde (0,056 mg/ml) bulunmus ve bu miktarlarin a-tokoferol’den
daha diisiik 1Cso degerlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir. En yiiksek H>O, giderme
aktivitesi, toprak istii kismin saf su ekstresinde (%73) bulunmus ve genel olarak bu
aktivite degerleri standart degerlere yakindir.

Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitki ekstrelerinden en yiiksek B-karoten
icerigi, toprak istii kismin diklorometan ekstresinde (10,96 mg/g ekstre) bulunmustur. En
yiiksek likopen igerigi ise yaprak metanol ekstresinde 4,85 mg/g olarak belirlenmistir.
Toplam fenol igerigi en yiiksek kok metanol ekstresinde (115 mg GAE/g ekstre)
bulunmustur. Toplam antioksidan kapasiteleri kiyaslandiginda en yiiksek miktar, toprak
iistii kismin aseton ekstresinde (212 mg o-TE/g ekstre) goriilmiistiir. Toplam fenolik asit
icerigi en fazla olan ekstre, toprak istii kismin diklorometan ekstresi (0,89 mg KAE/g
ekstre); toplam flavonoid igerigi miktar1 en fazla olan ise yine toprak istii kismin
diklorometan ekstresidir (60,48 mg KE/g ekstre).

Shan ve arkadaslar1 (2007), yapmis olduklar1 calismada toplam 46 tibbi bitki ve
baharat ekstraktlarinin antibakteriyal etkisini 5 gida kaynakli patojen bakteri (Bacillus
cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli ve Salmonella anatum) iizerinde
denemislerdir. Toplam fenolik madde igerikleri de hesaplanan ekstraktlardan,
antibakteriyal etkinligi yiiksek olanlarm biiyiik ¢ogunlugunda fenolik madde diizeyi de
yiiksek bulunmustur. Baharat ekstraktlarina karsi gram pozitif bakterilerin gram negatif
bakterilerden daha hassas oldugu, calisilan bakterilerden en direnglisinin E. coli, en
hassasmin ise S. aureus oldugu tespit edilmistir.

Ali Shtayeh ve arkadagslar1 (1998), Filistin’de yetisen 20 bitkinin etanol ve su
ekstrelerinin 5 bakteri (S.aureus, E.coli, K.pneumoniae, P.vulgaris ve P.aeroginosa) ve 1
fungus (C.albicans) tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili yaptiklari ¢aligsmada,
bitkilerin test mikroorganizmalara kars1t %90’ min antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini
tespit etmislerdir.

Valsaraj ve arkadaslar1 (1997), Hindistan’da geleneksel olarak kullanilan 78 bitki
tiirliniin  etanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini agar diliisyon metodunu

kullanarak incelemisler ve ekstrelerin S.aureus, B.subtilis, E.coli P.aeruginosa, C.albicans

69



ve A.niger mikroorganizmalar1 ilizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini
belirlemislerdir.

Goren ve arkadaslar1 (1993), endemik bir tiir olan Tanacetum densum ssp. amani
tiirliniin seskiterpen laktonlarini incelemislerdir. Yeni bir 6desmanolid olan 1P, 4a, 6a-
trihydroxyeudesm-11-en-8a,12-olid bilesigini izole etmisler ve bu bilesigin zayif bir
antimikrobiyal aktivite gosterdigini saptamislardir.

Goren ve arkadaslar1 (1996), T. praeteritum ssp. praeteritum tiirlinden izole
ettikleri 10 seskiterpen lakton ve bir seskiterpen bilesiginin sitotoksik ve antibakteriyel
aktivitesini incelemislerdir. izole edilen tiim bilesiklerin sitotoksik aktivite gdsterdigini; bu
bilesiklerden sadece armefolin, armeksifolin, ludovisin A ve tamirin bilesiklerinin
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella
pneumoniae bakteri kokenlerine karsi orta derecede antibakteriyel aktivite (600-1500
ug/ml) gosterdigini belirlediler.

Keles ve arkadaslar1 (2001), Tanacetum vulgare tiiriiniin ¢igek etanol ekstresinin
Staphylococcus aureus (Zon ¢api, 14 mm; MIK, 1000 pg/ml) ve Salmonella galinarum
(Zon ¢apy, 7 mm; MIK, 1000 pg/ml)’a karsi antibakteriyel aktivite gdsterdigini
belirlemislerdir.

Kalodera ve arkadaslar1 (1996), T. parthenium L. tiiriiniin yaprak kisimlarinm % 45
ve % 90 oraninda hazirladiklar1 etanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesini inceleyerek
% 45’lik etanol ekstresinin 7 mikroorganizmaya (B. subtilis, B. pumilus, S. aureus, S.
haemolyticus, S. flava, C. albicans ve Trychophyton mentagrophytes) karst 9-28 mm
araliginda inhibisyon zonu olusturdugunu bulmuslardir. % 90’lik etanol ekstresinin ise; 14
mikroorganizmaya (B. subtilis, B. pumilus, S. aureus, S. haemolyticus, S. flava, E. coli, P.
mirabilis, P. morganii, P. rettgeri bakteri kokenleri ile C. albicans, C. krusei, C. tropicalis
ve Trychophyton mentagrophytes) karst 9-21 mm c¢apmda inhibisyon zonu verdigini
saptamislardir. % 90 oranindaki etanol ¢oziiciisiiyle hazirlanan ekstrelerin, ¢ok sayida
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Bagc1 ve arkadaslar1 (2008), Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita ve T.
chiliophyllum var. Chiliophyllum tirlerinin kurutulmus toprak {istii kistmlarinin ugucu yag
analizi sonucunda Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita’nin ana bilesenlerinin; K-
trans-chrysanthenol (% 22,3), chrysanthenyl asetat (% 19,7), linalool oksit (% 11,5),
kamfor (% 7,5), 1,8-sineol (% 2,7) oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismada Tanacetum

balsamita L. subsp. balsamita’nin ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi de incelenmis
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ve sonuglar Amikasin 30 ve Penisilin 10 antibiyotikleriyle kiyaslanmistir. Tanacetum
balsamita L. subsp. balsamita’nin ugucu yaglar;, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium NRRLB 4420, Candida globrata ATCC 66032, Candida tropicalis ATCC
13803 mikroorganizmalarina karsi sirasiyla; 13mm, 17mm, 15 mm, 13 mm, 15 mm, 14
mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirtildi. Olgiilen zon ¢aplarmin, antibiyotik
maddeler olan Amikasin 30 ve Penisilin 10°e yakin oldugunu tespit etmislerdir.

Bu arastirmamizda da Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitki ekstrelerinin
biiylik bir kismmin, kullanilan mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu goriildii. Bununla
birlikte mikroorganizmalar arasinda ekstrelere karsi en hassas mikroorganizma tiirlerinin
Staphylococcus aureus 6538P ve Aspergillus niger RSKK04017 oldugu goriilmiistiir.

Bacillus subtilis IM622’ye kars1 yaprak metanol ekstresi ve toprak iistii kismin etil
asetat ekstresi, Escherichia coli ATCC25922’ye kars1 yaprak metanol ekstresi ve toprak
istii kismin aseton ve diklorometan ekstresi, Klebsiella pneumoniae EMCS’ye karsi
yaprak metanol ekstresi ve toprak Ustii kismin etil asetat ve diklorometan ekstresi,
Staphylococcus aureus 6538P’ye kars1 yaprak metanol ekstresi, Pseudomonas aeruginosa
DSM50071°e kars1 yaprak metanol ekstresi, Streptococcus spp’ye karsi toprak tistii kismin
diklorometan ekstresi, Salmonella typhimurium NRRLE4413’¢ karsi yaprak metanol
ekstresi ve toprak tiistli kismin diklorometan ekstresi, Candida spp’ye karsi ¢igek metanol
ekstresi, Saccharomyces cerevisiae’ya karsi toprak istli kismin aseton ekstresi ve
Aspergillus niger RSKKO04017°ye karst ise yaprak metanol ekstresi en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteleri gdstermislerdir.

Calismalarimizda Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitki ekstrelerinin
gram pozitif bakteriler lizerindeki etkisinin, gram negatif bakterilerden daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Daha Once yapilmis arastirma sonuglarina gore gram pozitif bakterilerin
duyarlhiliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Rabanal vd., 2002; Dimayuga ve Garcia
1991). Bunun nedeni gram pozitiflerde hiicre duvar1 tek bir tabakadan ibaret iken gram
negatiflerde hiicre duvari en dista lipopolisakkarit bir tabakanin oldugu cok tabakali bir
yapiya sahip olmasidir. Dolayisiyla gram negatiflerde hiicre duvar1 gram pozitiflere gore
daha az gecirgen bir yap1 olusturmaktadir. Buda gram pozitif bakterilerin antimikrobik
maddelere karsi daha duyarli, gram negatif bakterilerin ise daha direngli olmalarini

saglamaktadir (Quattara vd., 1997; Ali-Shtayeh vd., 1998).
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Sonug¢ olarak, bu calismada kullandigimiz Tanacetum balsamita L. subsp.
balsamita bitkisinin toprak iistii kisminin aseton, etil asetat, diklorometan, metanol ve saf
su ekstrelerinin; yaprak, kok, govde ve cicek kisimlarinin ise metanol ekstrelerinin, genel
anlamda etkili DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, toplam indirgeme giicii, metal
selatlama kapasitesi ve hidrojen peroksit giderme aktivitesi sergiledigi gozlendi. Fenol
icerigi, toplam antioksidan aktivitesi, toplam B-karoten ve likopen igerigi, flavanoid igerigi
ve fenolik asit igerigi bakimindan da bitki ekstrelerinin etkin bir aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitki ekstrelerinin sergiledigi
aktivitelerin artan konsantrasyona bagli olarak arttig1 goriildi. Kullanilan biitiin
yontemlerde Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin bazi ekstrelerinin standart
antioksidan maddeler olarak bilinen BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks’a yakin degerlerde
oksidanlara kars1 etkili oldugu bulundu. Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri ise
iyl bir antibiyotik olan Streptomisin’e gore daha diisiik ¢ikmasina ragmen, diger
calismalarla kiyaslandiginda, sonuclarin yeterli derecede iyi oldugu gozlendi. Tanacetum
balsamita L. subsp. balsamita’nin antioksidan ve antimikrobiyal ac¢idan etkin bir aktiviteye
sahip olmasi, saghga faydali muhtemel baska etkilerinin de olabilecegini
disiindiirmektedir. Yaptigimiz bu calismalar, ileride yapilacak ¢aligmalarla desteklenirse,
bu bitki yeni sentezlenecek kemoterapdtikler icin kaynak olabilir ve bitki ekstrelerinden
ilag gelistirilmesine katki saglayabilir. Yurtdisindan milyarlarca dolar harcayarak ilag
aldigimiz bu dénemde bu bitkinin ¢ok yonlii olarak arastirilmasi, tilkemize hem maddi hem

de saglik agisindan yarar saglayabilir.
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