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BAZI TIBBI BITKILERIN FARKLI EKSTRAKSIYON KOSULLARINDA
ELDE EDILEN OZUTLERININ ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ
BELIRLENMESI VE KARSILASTIRILMASI
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Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Aytac KOCABAS
Nisan, 2016, 115 sayfa

Tiim diinyada tibbi a¢idan 6nemli bulunan bitkiler halk arasinda kullanilmaktadir ve
dogal olarak yetisen bazi bitkilerin sahip oldugu antimikrobiyal etkileri yillardir
bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalar, bitkisel materyallerin icindeki fitokimyasal
bilesiklerin giiclii antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla bu calismada, Karaman ili bolgesinde yetisen Alkanna
orientalis, Anchusa officinalis, Cruciata taurica, Delphinium peregrinum, Euphorbia
macroclada, Moltkia coerulea, Myosotis ramosissima, Ranunculus argyraeus, Veronica
multifida ve Vicia canescens ssp. gregaria olmak tizere 10 farkl bitkinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesi arastirildi. Bitkilerin gévde kisimlari kurutulup ogiitiildiikten
sonra su ve hekzan kullamlarak ekstraksiyonlar1 yapildi. Oziitlerin antimikrobiyal
aktiviteleri Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 43895, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis,
Agrobacterium tumefaciens ve Klebsiella pneumonia bakterilerine karsi test edildi.
Cruciata taurica su 6ziitii DPPH metoduna gore en diisiikk ECso degerine sahiptir. Hatta,
bu 6ziit en yiiksek fenolik igerik miktarina da sahiptir. Buna karsilik, en yliksek
antimikrobiyal aktiviteyi A.tumefaciens’e karsi 14mm inhibisyon zonu ile Alkanna
orientalis su 6ziitli géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Tibbi bitki, Antioksidant aktivite, Antimikrobiyal aktivite,

Alkanna orientalis
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EXTRACTS OBTAINED AT DiFFERENT EXTRACTION CONDITiONS OF
SOME MEDICAL PLANTS
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April, 2016, 115 Pages
Medicinally important plants are used among general public all over the world and
antimicrobial effects of some naturally grown plants have been known for years.
Performed studies showed that phytochemical compounds found in plant materials have
intense antioxidant and antimicrobial activity. Therefore, in this study, antioxidant and
antimicrobial activities of ten different plant species being of Alkanna orientalis,
Anchusa officinalis, Cruciata taurica, Delphinium peregrinum, Euphorbia macroclada,
Moltkia coerulea Myosotis ramosissima, Ranunculus argyraeus, Veronica multifida and
Vicia canescens ssp. gregaria grown in Karaman province were investigated. After
being dried and grinded, extractions of stem parts of plants were carried out by using
water and hexane. Antimicrobial activities of extracts were tested against Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 43895, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, Agrobacterium tumefaciens and
Klebsiella pneumonia. Cruciata taurica water extract had the minimum ECs, value with
respect to DPPH method. It also has the highest total phenolic content. On the other
hand, Alkanna orientalis water extract showed the highest antimicrobial activity with

14mm inhibition zone against A.tumefaciens.

Keywords: Medicinal plant, Antioxidant activity, Antimicrobial activity, Alkanna

orientalis



ON SOz

Giliniimiizde antibiyotikler uygunsuz olarak kullanilmaktadir. Enfeksiyonun bakteriyel
kokenli oldugunu saptamak i¢in gereken tani testlerinin yeterli olarak yapilmamasi,
enfeksiyon olmaksizin antibiyotik kullanilmasi, yanlis antibiyotik se¢ilmesi, uygun
dozda kullanilmamasi, doz araliklarina dikkat edilmemesi, gerekli olmadigi halde bir ya
da birden fazla antibiyotigin ayni anda alinmasi, kiiltiir sonucuna uygun olmayan
antibiyotik kullanilmasi1 antibiyotigin uygunsuz kullanimina Orneklerdir. Bu tiir
kullanimlara bagli olarak normal flora olarak adlandirilan ve insan viicuduna fayda
saglayan ~ mikroorganizmalar ~ olumsuz  etkilenmektedir. ~ Aynm1  zamanda
mikroorganizmalarda direng gelismektedir. Direngli mikroorganizmalar mevcut
antibiyotiklerden etkilenmeyerek tedavisi gii¢ enfeksiyon hastaliklarini olusturmaktadir.
Hastalarin hastanede yatma siireleri uzamakta ve tedavi maliyeti artmaktadir. Bu
nedenle, mikroorganizma kaynakli enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanmak igin
yeni antimikrobiyal maddelere ihtiyac vardir. Bu amaca yonelik olarak bu tez ¢alismasi

yapilmustir.

Tez ¢aligmalarimda bana yol gosteren, tez gelisimini titizlikle inceleyen, bilgisini ve
yardimlarini esirgemeyen degerli danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Aytagc KOCABAS’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar caligmalarim siirecinde yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Bugrahan
EMSEN’e, her zaman destek olan ¢aligma arkadaslarim Yasemin BASKAYA, Nermin
GUMUSTAS, Ibrahim SAVRAN ve Serap GONEK’e tesekkiir ederim. Isimlerini
anmadigim veya anmay1 unuttugum, tezimin olgunlagma siirecinde bana katki saglayan
tim dostlarima yiirekten tesekkiir ederim. 01-YL-14 nolu proje ile ¢alismami maddi
olarak destekleyen Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimine tesekkiir ederim.

Tiim egitim hayatim boyunca desteklerini esirgemeyen, her zaman yanimda olan aileme
tesekkiir ederim. Son olarak ¢alismam boyunca benimle beraber tiim sikintilara katlanip
sabir gosteren hayat arkadasim, sevgili esim Sedat UNLU’ye, ayrica beni manevi olarak
destekleyen ve varligiyla beni her zaman mutlu eden kizzim Ayse Naz’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Insanoglu var oldugu giinden beri besin ve ilag kaynag olarak bitkileri kullanmus,
viicudunda meydana gelen herhangi bir rahatsizlik durumunda care olarak bitkilere
yonelmistir (Kog, 2012). ilk ¢aglardan beri insanlar hangi bitkileri besin kaynag1 olarak
tiikketebilecegini, hangi bitkilerin zehirli ya da sifali oldugunu deneme yanilma yoluyla
dgrenmislerdir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013; Koyuncu ve ark., 2008). Urettikleri
veya topladiklart bitkilerdeki esas etken maddeyi basit yontemler kullanarak elde
etmeyi basarmislardir (Koyuncu ve ark., 2008). Eski uygarliklarin bitkileri kullanimiyla
ilgili bilgiler kitabeler ve arkeolojik materyallerde bahsedilmektedir. Bu materyallere
gore MO 50000 yillarinda yontma tas devrine ait bilgiler mevcuttur (Kaya, 2010). Bitki
ekstraktlarmdan hazirlanan ilaglarm kullammi MO 2700°li yillarda Cin’e kadar
uzanmaktadir. Eski misirda yapilan kazilarda bitkilerin gidalarda kullanildig: ile ilgili
ilk yazili kayitlar elde edilmistir. MO 2500 yillarinda musirda cesetleri mumyalamak
icin nane ve ¢esitli bitki ekstraktlarinin kullanildig1 bilinmektedir. Bu bitki ekstraktlar:
ile cesetler muamele edilmekte ve uygulanan diger yontemler sayesinde mumyalar uzun
yillar boyunca bozulmadan muhafaza edilmekteydi. Bir¢ok kutsal kitapta da bitkilerin
hem sifa hem de gii¢ kaynag1 oldugundan bahsedilmektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu,
2013). Misir dénemine ait MO 1550 yilinda yazilmis bir papiiriise gore, yaklasik 450
civarinda kayith hastalik ve bu hastaliklarin tedavisinde nebati ve hayvani maddelerden
elde edilen ilaglarin kullamildig1 saptanmistir. MO 460-377 yillar1 arasinda yasayan ve
tibbin babasi olarak anilan Hipokrates yasadigi donemde kullanilan 400 tiir bitkiden s6z
etmistir. Unlii Tiirk bilgini Ibn-i Sina “Sifa” ve “Kanun fit-T1b* adl1 eserlerinde tibbi
bitki, inorganik ve hayvani kokenli 900’den fazla ilagdan bahsetmistir (Kaya, 2010).
Kuzey Irak’ta bulunan Sanidar Magarasi’nda, 1957 yilinda yapilan kazilarda altmis bin
y1l 6ncesine ait oldugu tahmin edilen, giilhatmi, civanpergemi, kanarya otu, peygamber
cigcegi, ebegiimeci, mor siimbiil ve efedra gibi bitki tiirlerinin bulundugu belirtilmektedir
(Dagc1 ve ark., 2002; Giil, 2014). Hitit donemine ait tabletlerde bulunan regetelerde
kayith olan bitki adlari, Anadolu halkinin eski donemlerden beri bitkileri tedavi

amaciyla kullandigin1 gostermektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

Tirkiye bitkisel ¢esitlilik yoniinden oldukg¢a zengin bir floraya sahiptir (Sahin, 2009).
Ug fitocografik bdlgenin kesistigi bolgede bulunmaktadir. Anadolu, Giiney Avrupa ile

Giiney Bat1 Asya arasinda koprii gorevi yapmakta, pek ¢ok cins ve seksiyonun orijin ve

1



farklilasim merkezini olusturmaktadir. Ekolojik ve fitocografik farklilasmanin sonucu
olarak da tiir endemizmi yiiksek olmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006; Sahin, 2009;
Copuroglu, 2013; Karanki, 2013 ). Ulkemizde 9000 civarinda dogal olarak yetisen bitki
tirtinin -~ %30’u  endemiktir. Ancak yetisen bu bitki tirlerinden yeterince
faydalanilmamaktadir (Sahin, 2009; Karanki, 2013).

Ulkemizde, bitkilerin tibbi kullaniminda en yaygin yontem bitki cayr seklindedir (Kog,
2012). Bunun disinda, glinimiizde g¢esitli boya, koku ve tat sanayisi, temizlik
malzemeleri, siis esyasi, gida katkilari, kozmetik sanayisi ve zirai miicadele gibi
sektorlerde de yaygin kullanilmakta ve her gegcen giin yeni kullanim alanlar

kesfedilmektedir (Kog, 2012; Copuroglu, 2013).

1926 yilindan bu yana bitkilerin insan sagligi acisindan oOnemli ozellikleri ve
mikroorganizmalar {izerindeki oldirticii etkisi laboratuvarlar da arastirilmaya
baslanmistir (Toroglu ve Cenet, 2006; Sahin, 2009; Karanki, 2013). Diinya geneline
baktigimiz zaman niifusun %64’ tedavi amaciyla bitkileri kullanmaktadir (Kog, 2012).
Diinya Saglik Orgiitii verileri bu oranm gelismekte olan iilkelerde %80’e yiikseldigini
ve 3,3 milyar insanin tedavi olmak amaciyla tibbi bitkilerden faydalandigim
gostermektedir (Sahin, 2009). Gelismis tilkelerde ise regeteli ilaglarin %25 inin igindeki
kimyasal maddeler bitkilerden koken almaktadir (Kog, 2012). Giiniimiizde en ¢ok satan
ilaglarin 1/3’G ya dogal tirlinlerden ya da doga tarafindan saglanan iiriinlerden elde
edilmektedir. Bu alanda geleneksel bitkiler siklikla kullanilmaktadir (Rifai ve ark.,
2005).

Diinya genelinde bulunan bitki tiirii sayis1 750000-1000000 olarak tahmin edilmektedir
(Kaya, 2010). Sistematikgiler tarafindan yapilan arastirmalara goére, tanimi yapilmis
yaklagik 500 bin bitki ¢esidi bulunmaktadir (Koyuncu ve ark., 2008; Kaya, 2010).
Diinya saghk orgiitiinlin yaptig1 aragtirmalara gore ise, bu bitkilerden 20.000 kadari
tedavi amaciyla kullanilmakta ve 500 kadarmin ticareti yapilmaktadir (Toroglu ve
Cenet, 2006; Koyuncu ve ark., 2008; Sahin, 2009; Kog, 2012; Ertas ve ark., 2012;
Karanki, 2013). Ayrica kullanilan bitkilerin ¢ok azi farmakopelerde kayitlidir (Sahin,
2009). Ornegin Tiirkiye’de kayitli bitki sayis1 140 civarindayken halk arasinda tibbi
amacla kullanilan bitki sayis1 daha fazladir (Sahin, 2009; Ertas ve ark., 2012; Faydaoglu

ve Siirticiioglu, 2013).



Tiim diinyada tibbi agidan 6nemli bulunan bitkiler halk arasinda kullanilmakta ve dogal
olarak yetisen bazi bitkilerin sahip oldugu antimikrobiyal etkileri yillardir bilinmektedir.
Bitkilerin igerdikleri etkili maddeler sayesinde antimikrobiyal etki gdsterdikleri
saptanmistir  (Sahin, 2009). Yapilan c¢aligmalar, bitkisel materyallerin i¢indeki
fitokimyasal bilesiklerin gii¢lii antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir.  Ozellikle bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal antioksidan ve
antimikrobiyaller, sentetik antioksidan ve koruyuculara alternatif oldugu i¢in yogun bir
ilgi olusturmustur (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013). Bu etkili maddeleri olusturan
bilesiklerin miktar1 bitkiler arasinda degisiklik gdstermekte ve bitkinin yetistigi yer,
iklim sartlari, mikroorganizmalarin tiirine bagli olarak antimikrobiyal etkileri

degismektedir (Sahin, 2009).

Insanlarin dogal iiriinlere olan talebi giinden giine artmakta ve dogrudan bitkilere
yonelmektedir. Bunun nedenlerinden biri 20. Yiizyil baslarinda iiretilen ilaglarin %40°1
tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilirken, 1970’li yillardan sonra bu oranin %5’lere
kadar diismesidir (Copuroglu, 2013). Diger nedenleri, bitkilerin kolay ve ucuz tedavi
imkan1 saglamasi, etkilerinin daha genis olmasi, sentetik ilaglarin daha tehlikeli yan
etkilerinin olmasi ve bakterilerin sentetik ilaglara karsi daha kolay direngli suslar
olusturmasidir (Sahin, 2009; Copuroglu, 2013). Bitkisel droglarin ¢ok uzun siiredir
kullaniliyor olmasi istenmeyen ve beklenmeyen etkilerinin daha iyi bilinmesini
saglamistir (Sahin, 2009). Ancak geleneksel olarak kullanilan bazi bitki tiirlerinin fazla
kullanilmas: nedeniyle, bu tiirlerin sayis1 giderek azalmaktadir. Bu nedenle insanlar
tarafindan kullanilan ve heniiz etkisi kesfedilmemis bircok bitki tiirlinlin yok olmadan

once arastirilmasi 6nem tagimaktadir (Copuroglu, 2013).

Bu calisma, belirlenen bitki tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmasi ve
kullanilan  ¢oziicliye bagli olarak antimikrobiyal aktivitedeki degisimlerin

karsilagtirllmas1 amaciyla yapilmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerin Kullanim Sekilleri

Yontma tag devrinden beri insanlar Anadolu’da yasamakta ve bitkileri 50000 yildan beri
farkli alanlarda kullanmaktadir (Ozbek, 2005). Tip, baharat, ila¢ sanayi, mesrubat,
parfiim, sabun, sekerleme, kozmetik, dis macunu, ¢iklet, sifali ve dinlendirici ¢ay
imalati, esans, aroma, siis ve peyzaj kullanim alanlarindan bazilaridir (Sicak ve ark.,

2013; Giil, 2014).

2.1.1. Tibbi Amach Olarak Kullanimlari

Bircok hastaligin tedavisinde kullanilan bilesimlerin kaynagini tibbi bitkiler
olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siriictioglu, 2013). Halep’in gilineyinde Ebla
yakinlarinda bulunan ¢ivi yazisiyla yazilmis olan tabletler, en az 5000 yildan beri tedavi
amaciyla bitkilerin kullanildigin1 gostermektedir (Dager ve ark., 2002; Sicak ve ark.,
2013). Tarih oncesi donemlerden baslayarak Mezopotamya, Eski Misir, Hitit, Yunan,
Roma, Selguklu ve Osmanli donemlerinden beri bitkisel ilaclarin kullanildig:
bilinmektedir. Tipta siklikla kullanilan bir¢ok ilag bitkilerden (kinakina bitkisinden elde
edilen kinin, hashastan iiretilen morfin, sogiit kabugu kullanilarak elde edilen asetil
salisilik asit, yiikslikotundan iiretilen digoksin, giizel avratotu bitkisinden elde edilen
atropin ve hiyosin gibi) elde edilmektedir (Ozbek, 2005; Harput, 2010). ilag
hammaddesi olan bu bitkiler daha ucuz, dogal, toksik ve yan etkilerinin daha az olmasi
nedeniyle hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde ilgi gérmektedir (Faydaoglu
ve Stiriictioglu, 2013).

Gilinlimiizde “tibbi bitkilerle tedavi” anlaminda Fitoterapi tanimi kullanilmaktadir
(Ozbek, 2005). Bazi iilkelerde tamamlayici-destekleyici alternatif tip olarak da
adlandirilmaktadir (Erdem ve Ata Eren, 2009). Fitoterapi, tedavi edici 6zelligi olan taze
veya kurutulmus bitkilerin ya da bu bitkilerden ¢ikarilan 6zlerden elde edilen cay,
damla, kapsiil, tablet, draje, surup gibi iriinlerin kullanilarak hastaliklarin tedavi

edilmesi seklinde tanimlanmaktadir (Ozbek,2005).

Bitkisel iiriinlerin tedavi i¢in kullanim1 bolgelere gore farklilik gostermektedir. Afrika
iilkeleri modern ilaglara erisim gii¢ligli yasadigi i¢in niifusun %380’1 bitkisel iiriinleri

kullanmaktadir. Ancak gelismis iilke toplumlarinda bu oran %50 civarina diigmektedir.



Cin ve Hindistan gibi eskiden beri bitkileri tedavi i¢in kullanan iilkelerde ise hala

niifusun %65°1 diizenli olarak bu iiriinleri tiiketmektedir (Uzun ve ark., 2014).

Bitkilerin modern tip uygulamalarinda kullanilmasi insanlarin tibbi ve aromatik
bitkilerle tedaviye olumlu bakmalarimi saglamistir. Bazi tilkelerdeki doktorlar artik
sentetik ilaglar yerine bitkisel ilaglar1 regete edebilmektedir (Sicak ve ark., 2013).
Isvigre, Almanya, Fransa gibi iilkelerde modern tipla bitkisel ilaclar1 birlestirmek igin
bir egilim mevcuttur. Tip fakiiltesinde olan her 6grenci fitoterapi derslerini zorunlu
olarak almaktadir. Hekimlerin %80’1 recetelere diizenli bir sekilde bitkisel ilaglari
yazmaktadir. Almanya’da eczaneler tarafindan bitkisel ilaclarin %80’1i hazirlanmakta
ve bu ilaglarin %42’si regeteli ilaglar grubunda bulunmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde bitkisel ilag satislart 1997 yilinda bir 6nceki yila gore %9 oraninda artis
gostermis ve hastalarin %5°1 bitkisel tedaviyi temel tedavi olarak almaktadir. Amerika
yilda 3,24 milyar dolar1 bu tedaviler i¢in kullanmakta, Ingiltere ise bitkisel tedavi i¢in

40 milyon sterlin harcamaktadir (Ozbek, 2005).

Bitkilerin tedavi edici 6zelligi, bitkinin yapisinda bulanan ¢ok sayida bilesimin
olusturdugu sinerjik etkiden kaynaklanmaktadir (Faydaoglu ve Siirliciioglu, 2013).
Bitkilerden sentezlenen flavonoid, alkaloid, berberin, kinin, terpenoid, emetin ve tanin
gibi kimyasal maddeler insanlar {izerinde Onemli biyolojik etkilere sahiptir. Bu
kimyasallarin, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ve igerdigi bilesimlerin tek tip
antibiyotige kars1 diren¢ kazanan mikroorganizmalarin yok edilmesinde daha etkin bir
tedavi sagladigi kaydedilmektedir (Hussain ve ark., 2011; Faydaoglu ve Siiriicioglu,
2013).

Suudi Arabistan’da yapilan bir arastirmada siyah cayin kalp hastaligi riskini azalttigi
yoniinde bulgular mevcuttur. Arastirmaya katilan 30 ile 70 yas arasi deneklerin
%?20’sinin glinde 6 fincandan fazla cay tiikettikleri belirtilmektedir. Siyah ve yesil cayda
flavonoid adindaki antioksidan maddenin bol miktarda bulundugu, arastirmaya katilan
deneklerinin bazilarinin sagliksiz beslenme ve sigara kullanimi Oykiisii olmasina
ragmen c¢ay icindeki bu antioksidan maddenin kalp hastaligi riskini 6nemli oranda

engelledigi saptanmistir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).



Baz1 bitkiler taze ya da kronik yaralar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Tropik
bir bitki olan Aloe vera sicak ve nemli iklimlerde yetismekte ve uzun yillardir yanik
tedavisinde uygulanmaktadir. 1. ve 2. derece yaniklarda iyilesmeyi hizlandirdigi, tedavi
stiresini kisalttigl ve epitelyum olusum hizini arttirdigi saptanmistir (Durusoy ve Gozel
Ulusal, 2007; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Aloe vera jelinin radyodermitli
hastalarda kullanimi kasinti, yanma hissi ve skar doku olusumunu azaltmaktadir
(Durusoy ve Gozel Ulusal, 2007). Yapilan baska bir ¢alismada, Terminalia arjuna
ekstrakti gastrik iilser olusturulan ratlarda kullanilmistir. Ratlara farkli dozlarda
diclofenac sodium verilmis ve ilser olusumu saglanmistir. Terminalia arjuna bitki
ekstrakti farkli konsantrasyonda ratlara uygulanmis ve iilser yaralarinin iyilesmesinde

etkisi oldugu saptanmstir (Devi ve ark., 2007; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013).

Cigertaze otu (Ada ¢ay1, Salvia officinalis) ekstraktinin sindirimi diizenleme, 6ksiiriigii
engelleme, yliksek tansiyonu diislirme, gece terlemelerini azaltma, oksiiriigii engelleme,
kani temizleme gibi etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Ariduru ve Arabaci, 2013).
Gargara soliisyonu sekline getirilerek agiz yaralari, bogaz agrilari, dis eti hastaliklar1 ve
bademcik enfeksiyonlarmin tedavisinde kullamilmaktadir. Ostrojen salgisini arttirma
ozelligi sayesinde menapoz donemindeki sikayetleri azalttig1 ve Parkinson hastaliginda

meydana gelen sekresyon artisini 6nledigi belirtilmektedir (Bahtiyarca Bagdat, 2006).

Sarimsak (Allium sativum) genis bir kullanim alanina sahiptir. Yiiksek olan kan basinci,
kolesterol wve trigliserit seviyelerini normale diisiirerek kalp hastaliklarina karsi
koruyucu etki gostemektedir. Kandaki fibrin seviyesini azaltip plak¢ik olusmasini
engellemekte ve bu sayede kalp krizi riskini azaltmaktadir. Kuvvetli ve dogal bir
antiseptiktir. Igerigindeki allisin sayesinde bakteri, viriis ve protozoonlar iizerinde

antimikrobiyal etkisi bulunmaktadir (Agbas ve ark., 2013).

Kekik (Thymus vulgaris) halk arasinda balgam soktiiriicii ve dezenfektan olarak
kullanilmaktadir. Oksiiriik ve iist solunum yolu enfeksiyonlarin da ¢ay ya da gargara
seklinde tiiketilmektedir. Bunun yaninda sindirim sistemi ile ilgili sikayetleri
azaltmaktadir. Menstriiasyon donemindeki agrilari azaltmakta ve ergenlik sivilcelerinin
iyilesmesini saglamaktadir. Bobrek taslarini diisiirme, viicuttaki yaglart eritme,
tansiyonu gegici olarak diisiirme, dis agrisin1 giderme, kan sekerini diisiiriicli ve idrar

soktiiriicli etkileri bulunmaktadir (Benli ve Yigit, 2005).



Ureme sistemi ile ilgili birgok sikdyette bitkilerden faydalamlmaktadir. Adet
diizenleyici olarak Apium graveolens (kereviz), Petyroselinum crispum (maydanoz);
adet sancilarin1 gidermek i¢in Potentilla anserina (besparmakotu); gonore hastaligini
tedavi etmek i¢in Oleum pini, Oleum templini (¢am yapragi esansi); seks hormonlarinin
regililasyonu igin Cimicifuga racemosa (simisifuga, karayilan kokii, fare otu) bitkilerinin
kullanildig1 belirtilmektedir (Ozbek, 2005).

Kusburnu bitkisi Hipokrat zamanindan beri tibbi olarak kullanilmaktadir. ltihap
sokiicii, dis eti kanamalarin1 Onleyici ve kabiz yapict 6zelligi bulunmaktadir. Ayrica
bobrek, safra ve mesane taslarima etki gostermektedir. Halk arasinda antidiyabetik
olarak da kullanilmaktadir (Akgigek, 2010). Katirtirnag bitkisinin ¢igekleri ¢ay seklinde
demlenerek halk arasinda tiiketilmektedir. Bobrek tasi, kalp hastaliklari, balgam sokiicii
ve idrarla ilgili sikayetlerin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Sicak ve ark., 2013). Anason
tohumundan elde edilen yag bit ve uyuz tedavisinde kullanilmaktadir. Antibakteriyel ve
antiparaziter etki gostermektedir. Melisa officinalis’den elde edilen yag herpes simpleks

lizerinde antiviral etki gostermektedir (Durusoy ve Gozel Ulusal, 2007).

19. ylizyilda zeytin yapraginin ates diisiiriicii etkisi tespit edilmistir. Bakteri, virlis ve
mantarlara kars1 antimikrobiyal etki gostermektedir. Igeriginde bulunan Oleuropein’in,
viral hemorajik septisemi etkeni olan Rhabdovirus (VHSU) iizerinde antiviral etki
gosterdigi saptanmistir. HIV hastalarinda kullanilan zeytin yaprag: ekstresinin, immiin
sistemi gliclendirdigi ve oral kullanmilan ilag tedavisinin etkinligini arttirdig
gorilmiistiir. Aym1 zamanda HIV’e bagh ortaya ¢ikan Kaposi sarkomunu tedavi etmek

icin kullanilmistir (Akgigek, 2010).

Ceviz (Juglans regia), halk arasinda geleneksel olarak tibbi amagla kullanilmaktadir.
Yesil kabuk ve yaprak kisimlari antidiaretik, antifungal, antihelmintik, kanama
durdurucu ve damarlar giiglendirici olarak kullanilmaktadir. Bazi Avrupa ve Asya
iilkelerinde kurutulmus ceviz yapragi ¢ay olarak tiiketilmektedir. Yesil kabuk ve yaprak
kisimlar1  6zellikle flavonoidler olmak iizere fenolik maddelerce zengindir. Bu
fitokimyasallar oksidatif stresi azaltarak ve molekiillerin oksidatif hasara ugramasini
engelleyerek dejeneratif hastaliklardan korunmayi saglamaktadir. Ayrica serbest

radikalleri siipiiriicii etkisi ile antikanserojenik olarak gorev almaktadir (Yigit ve ark.,
2009).



Bitkilerle tedavi dogal bir yontemdir ama dogal olmasi her zaman giivenli oldugu
anlamimna gelmemektedir (Ozbek, 2005). Fitoterapi yaygin kullanilmasina ragmen tibbi
klinik uygulamalarda yan etkileri heniiz tanimlanmamis ve ortaya c¢ikan istenmeyen
sonuglarin sadece bir kisminin rapor edildigi tahmin edilmektedir (Erdem ve Ata Eren,
2009). Tiiketiciler bitkisel tiriinleri masum olarak gérmekte ve ortaya ¢ikan sikayetleri
yeni bir hastalik olarak diisiinmektedir. Bu nedenle bu sikayetleri doktoruna
bildirmemektedir (Aydos, 2011).

Bitkisel ilaglarin kullanilan diger ilaglarla olan etkilesimleri konusunda veriler azdir ve
yeni incelenmeye baslanmustir. Tiiketilen bitkisel triinler aktif olarak kullanilan
ilaglarin etkisini arttirma ya da azaltma seklinde etki gosterebilmektedir (Erdem ve Ata
Eren, 2009). Ornegin ginseng bitkisi aktif kullanilan diyabet ilaglarryla beraber
tilketilirse hipoglisemiye neden olabilmektedir. Antihipertansifler ile beraber, karacigeri
temizlemek igin kullanilan karahindiba (Taraxacum officinale) hipotansiyon riskine
neden olmaktadir (Demirezer, 2010). Ayrica tiiketilen bitkisel iriinlerin ilaglarla
etkilesime girerek toksik olabilecegi gdsterilmistir (Ozbek, 2005). Ma Huang (Ephedra
sinica) efedrin igeren, zayiflatici ajan olarak ve astim tedavisinde kullanilan bir bitkidir.
Ancak bu bitkinin kullanimina bagl hipertansiyon, kalp krizi, inme, nobet ve psikoz
gibi toksik etkileri saptanmistir. Asir1 sempatomimetik uyar1 sonucunda 6liim vakalari
bildirilmistir (Aydos, 2011). Tibbi olarak kullanilan bazi bitkilerin hepatotoksik
etkilerinin bulundugu ydniinde yaymlar bulunmaktadir (Ozbek, 2005). Bitkisel ilaglarm
besinlerle olan etkilesimleri ise hi¢ ele alinmamaktadir (Erdem ve Ata Eren, 2009).
Bunun yaninda bitkilerin asir1 olarak tiiketilmeleri de istenmeyen sonuglara neden
olmaktadir. Ornegin, asir1 miktarda tiiketilen sarmmsak (Allium sativum) bobrek,
karaciger ve kalp ilizerinde zararli etkilere neden olabilmekte (Demirezer, 2010) ve
cerrahi operasyondan once tiiketilen sarimsagin platelet agregasyonunu engelledigi i¢in
ameliyat sonras1 kanamaya egilimi arttirdig1 belirtilmektedir (Gezmen Karadag ve ark.,
2013). 15 g/glin’den fazla tiiketilen adacayr (Salvia officinalis) ates, titreme ve

konviilziyonlara sebep olmaktadir (Demirezer, 2010).

Bitkinin sistematik a¢idan teshis ve adlandirmasinin dogru yapilmamasi istenmeyen
sonuglara neden olmaktadir. Ornegin, ¢ok zehirli bir bitki olan baldiran otu (Conium
maculatum) yapragi maydanoza (Petroselinum crispum) benzemektedir (Erdem ve Ata

Eren, 2009). Fitoterapide kullanilan bitkilerin tiir diizeyinde teshisi yapilmali, kimyasal



ve mikrobiyolojik yonden kontrollii, icindeki etken madde miktar1 belirli, standardize
edilmis ve hijyenik kosullarda ambalajlanarak hastaya sunulmasit gerekmektedir

(Ozbek, 2005).

Giliniimiizde zayiflatici ve anti-kanser 6zelligi oldugu iddia edilen bitkisel karisim ¢aylar
ilgi géormektedir. Ancak kansere iyi gelen bitkiler sitotoksik Ozellige sahiptir ve tiim
hiicreler igin dldiiriicii olabilmektedir. Bu nedenle “segici zehir” 6zelligi olan bitkiler
kullanilmalhidir. Yapilan aragtirmalarda binlerce bitki incelenmis ve c¢ok azinin ilag
sekline getirilmesi uygun goriilmiistiir. Kanserle miicadelede bitkilere biiyiik {imit

baglanmaktadir (Erdem ve Ata Eren, 2009).

Ulkemizde bitkisel {iriinlerin kontrolii Saglik Bakanligi ve Tarim Bakanlig tarafindan
yapilmaktadir. Farkli  yOnetmelikler ¢ikarilmasina ragmen yeterli denetim
yapilmamaktadir. Denetimsizlikten faydalanan firmalar bitkisel {iriinlere farkli kimyasal
bilesenler eklemektedir. Ornegin sibutramin zayiflama ilaglarna eklenen bir
kimyasaldir ve {ilkemizde 2010-2012 yillar1 arasinda bes kisinin Oliimiine neden

olmustur (Uzun ve ark., 2014).

Son yillarda zayiflamak, yaslanmayr Onlemek, immiin sistemi gliglendirmek, cilt
giizelligini saglamak, idrar atilmimni arttirmak, kan yapimimi arttirmak, hafizay1
giiclendirmek, tansiyonu diisiirmek gibi amaclarla kullanilan bitkisel {riinlerin ilag
metabolizmasimna olan etkileri ve toksik etkileri nedeniyle kontrollii ve dikkatli
kullanilmasi Onerilmektedir (Gezmen Karadag ve ark., 2013). Fitoterapinin etkin ve
giivenli bir tedavi oldugu tam kanitlanmadigi i¢in bitkisel ilaglar regete ederken bazi
kurallara uyulmasi gerekmektedir. Buna gore, hamile veya hamile kalmay1 diisiinenler,
emzirme doneminde olanlar, bebek ve ¢ocuklar, hepatite bagl sarilik gegiren ya da

alkol kullananlar, ciddi hastalig1 olanlar tibbi bitkileri kullanmamalidir. Ayrica diizenli

olarak uzun siireli tedavi amactyla kullanilmamalidir (Ozbek, 2005).

2.1.2. Kozmetikte Kullanimlari

Kozmetikte kullanilan kremlerin hazirlanmasinda bitkisel kokenli hammaddeler siklikla
tercih edilmektedir. Bunun en 6nemli nedenleri, tibbi bitkilerin iginde bulunan c¢ok
sayida etken maddenin genis bir etki alanina sahip olmasi, giivenilirliklerinin daha
yiikksek olmasit ve biyolojik sistemlere daha uyumlu olmalaridir (Faydaoglu ve

Siirtictioglu, 2013).



Kozmetikgiler Aloe barbadensis, Celastrus paniculatus, Cyperus scariosus, Ginkgo
biloba, Myrtus caryophyllus ve Withania somnifera gibi bitkilerin ekstraktlarini cildi
canlandirmak ve korumak icin kozmetik iiriin halinde formiillestirmistir. Ulkemizde de
giil kurusu, giil yagi, giil suyu, lavanta yagi gibi kozmetikte kullanilan organik iiriinler
tiretilmektedir (Bayram ve ark., 2010). Kekik bitkisi cilt problemlerini engellemek igin
parfiimeri ve kozmetik sanayisinde kullanilmaktadir (Bahtiyarca Bagdat, 2006). Yapilan
caligmalarda, yesil ¢ay ekstrelerinin yaslanmay1 yavaslatici 6zelliginin bulundugu ve
cay yapraklarinda bulunan flavonoidlerin bu etkiyi sagladigi belirtilmektedir. Deve
dikeni bitkisi ile yapilan ¢alismalarda, elde edilen ekstrelerin antienflamatuar 6zelligi ve
cilt hiicrelerini yenileme yetenegi sayesinde sedef hastaliginda kullaniminin basarili
oldugu goriilmiistiir. Uziim iilkemizde kolaylikla yetisen ve uzun yillardir farkli amaglar
icin kullanilan bir bitkidir. Cilt kirigikliklarimi gidermek ig¢in kullanilan kozmetik
preparatlarda yenileyici ve onarici etkisi nedeniyle iizlim ¢ekirdegi yagi

kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2013).

2.1.3. Gida Endiistrisinde Koruyucu Olarak Kullanimlari

Gida kaynakl hastaliklar gelismis ve gelismekte olan tilkelerde sorun teskil etmektedir.
Gidalardan kaynaklanan 200’den fazla hastalik bilinmektedir. Gida kaynakli
hastaliklarin olusumunda viriis, bakteri, parazit, prionlar gibi mikroorganizmalar ve
bunlarin tirettigi toksinler rol oynamaktadir. Hastalik hafif gastroenterit seklinde ya da
norolojik, hepatik ve renal sendrom gibi hayati tehdit eden belirtiler olarak ortaya
cikmaktadir (Mead ve ark., 1999). Amerika Birlesik Devletleri’nde gida kaynakli
patojenlere bagli yilda 9000°den fazla kisi yasamin yitirmekte ve 81 milyon hastaligin
6 milyonunu gida kaynakli hastaliklar olusturmaktadir (Mead ve ark., 1999; Toroglu ve
Cenet, 2006).

Gida iiretiminde uzun zamandir sentetik katki maddeleri kullanilmaktadir. Fakat bu
katkilarin giivenilir olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir (Toroglu ve Cenet,
2006). Bitki ve baharatlarin, dogal olmalar1 ve kalinti sorununun olmamasi nedeniyle
antimikrobiyal madde olarak organik gida {iretiminde kullaniminin artacagi
distintilmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Dogal antimikrobiyal etkili bitkiler
diger sentetik katki maddelerine gore daha giivenlidir. Uygun yontemle elde edilen
ekstraktlar aroma-lezzet bileseni olmanin yaninda gida muhafazasinda antimikrobiyal

etki gostermektedir. Bu sayede yiyeceklerin depolanma Omriinii arttirmaktadir
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(Koyuncu ve ark., 2008; Faydaoglu ve Siirliciioglu, 2013). Antimikrobiyal o6zellik
gosteren bitkiler arasinda zencefil (Zingiber officinale), sarimsak (Allium sativum),
feslegen (Ocimum basilicum) ve tar¢in (Cinnamomum) gibi bitkiler bulunmaktadir
(Koyuncu ve ark., 2008). Adacay1 (Salvia officinalis L.) antibakteriyel 6zelliginin
yaninda et, tavuk, balik gibi gidalarinin raf omriinii uzatmak i¢in antioksidan olarak
kullanilmaktadir. Yapilan aragtirmalarda, adacayir ve biberiye kullanilarak elde edilen
karisimin soya yagi ve patates cipsinin stabilitesini arttirdigi saptanmistir (Bahtiyarca
Bagdat, 2006). Ak ve Giilgin (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, fenolik bir bilesik
olan ve zerdegal (Curcuma longa) bitkisinde yiiksek oranda bulunan kurkuminin
antioksidan 6zelligi arastirilmistir. Arastirma sonunda, kurkuminin farmakoloji alaninda

ve gida sektoriinde giivenle kullanilabilecek bir antioksidan oldugu saptanmustir.

2.1.4. Anti-Helmintik Olarak Kullanimlar1

Anti-helmintik ilaglar, sindirim sisteminde bulunan parazitleri kontrol altina almak i¢in
kullanilmaktadir. Hayvansal iiriinlerde bu ilag¢ artiklarinin goriilmesi tiiketicileri tedirgin
etmektedir. Bu nedenle bu ilaglarin kullanimini azaltmak i¢in parazit sayis1 ve etkilerini
azaltan bitki tiirlerinin beslenmeye eklenmesi gerekmektedir (Toroglu ve Cenet, 2006;

Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

Lantana camara (Biiyiik adacay1r (Malezya), Vahsi adacayi, Kirmizi adagayi, Beyaz
adagayr (Karayip))’nin nematotlarin ve sindirim sistemindeki diger parazitlerin
kontroliinde 6nemli bir bitki oldugu bilinmektedir. Eucalyptus tiirlerinin kegilerde anti-
helmintik etkisi bulunmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006; Faydaoglu ve Siiriictioglu,
2013). Kekik bitkisi hayvan yemlerinde dogal antibiyotik ve anti-helmintik olarak
kullanilmaktadir (Bahtiyarca Bagdat, 2006). Ayrica Artemisia tiirleri de insanlar
tarafindan anti-helmintik olarak kullanilmaktadir (Ramezani ve ark., 2004; Toroglu ve

Cenet, 2006; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

2.1.5. Zirai Miicadelede Kullanimlari

Bitki koruma calismalarinin amaci, bitkileri ve bitkisel tirtinleri hastalik, zararli ve
yabanci otlardan kaynaklanan zararlara karsi koruyarak tiretimini ve iiriin kalitesini
arttirmaktir. Bu amag i¢in zirai miicadelede kimyasal metodlar kullanilmaktadir.
Kimyasal miicadele metodlar1 uygulanirken insan ve gida sagligina, ayrica g¢evre ve

dogal hayati korumaya dikkat edilmelidir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Zirai
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tirtinleri korumak amaciyla kullanilan pestisit, giibre ve biiylime diizenleyici kimyasallar
bitki lizerinde kalint1 birakmaktadir. Bu kalintilarin toprak, su, hava ve diger canlilar
tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006). Uygulamalarda
kimyasallarla ilgili tavsiye ve teknik talimatlara uyulmasi gereckmektedir. Bunu
saglamak i¢in tarim ile ilgilenen kisi ve kuruluslar bilinglendirilmeli ve dogru kullanim
yolu 6gretilmelidir. Kimyasal yontemlere alternatif olarak, bitki ve topragin verimini
arttirmak i¢in diger canlilara zararsiz olan dogal bitki ekstraktlarindan elde edilen
maddeler biyolojik savas yontemi olarak kullanmaktir (Faydaoglu ve Siiriictioglu,
2013).

Bakteriler, bitki ve bitkisel lriinlerde tarla déneminde ya da depolanma sirasinda
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ulkemizde ve diinyada bakterilere karst
antibiyotikler disinda etkili bir pestisit bulunmamaktadir. Kekik bitkisi, bitki koruma
alaninda pestisitlere alternetif olarak O6n plana ¢ikmistir. Depolanmis iirlinlere zarar
veren bocekler tlizerinde bircok arastirma yapilmistir. Yapilan arastirmalarda bocekler
tizerinde toksik, uzaklastirici, beslenme ve iiremeyi engelleyen etkileri saptanmistir

(Altundag ve Aslim, 2005).

2.1.6. Hayvanlar Uzerinde Kullanimlar1

Hayvan sagligin1 korumak, hayvansal {irtinlerin miktar ve kalitesini ylikseltmek, hayvan
beslemede performansi arttirmak i¢in hayvan yemlerinde ¢esitli katki maddeleri
kullanilmaktadir. 2002 yilinda Avrupa Birligi’nin aldig1 bir kararla, hayvan yemlerine
2006 yilindan itibaren katki maddelerinin (antibiyotik) eklenmesi engellenmis ve bu
nedenle bilim insanlar1 dogal kaynakli ilaglar1 arastirmaya baslamistir (Bilal ve ark.,
2008; Faydaoglu ve Siriiciioglu, 2013).  Modern hayvan iretiminde hayvan
hastaliklarin1 6nlemek icin yliksek dozlarda antibiyotik kullanilmakta ve buna bagh
olarak direngli bakteriler olugsmaktadir. Hayvansal gidalarin tiiketilmesi ile direngli
bakteriler insana ge¢mekte ve c¢esitli saglik problemlerine neden olabilmektedir
(Yildirim, 2010). Arastirmalarda bitkilerden elde edilen yaglarin insan ve hayvan
sagligina zarar1 olmadig1 saptanmis ve giivenli katki maddesi olarak belirlenmistir (Bilal
ve ark., 2008). Aromatik bitkiler ve esansiyel yaglarin hayvanlar izerinde
kullanilmasmin pek ¢ok olumlu etkileri bulunmaktadir. Hayvanlarin ¢evre sartlarina

dayanikliligi, yemde lezzeti artirmasi, yemden faydalanma oraninin artmasi, sindirimi
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stimiile etmesi ve antiseptik 6zelliginin olmasi1 olumlu etkileri arasinda sayilmaktadir

(Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2013).

Kekik yagi iceren ucucu yag formiillerinin eklendigi yemlerin piliglerde mortalite
oranini azalttigi, kesim siiresini kisalttigl, et agirligimmi artirdigi saptanmistir. Ayrica
kekikle beslenen hayvanlarin etlerinin buzdolabinda daha uzun siire saklanabildigi
belirtilmistir. Kekik yagmin bilesiminde bulunan timol yumurta sarisina gegerek
antioksidan etki gostermektedir. Ayrica yumurta verimini olumlu yonde etkiledigi ve
ortalama 1 g civarinda yumurta agirhigim arttirdigr belirtilmistir. Etlik piligler tizerinde
yapilan bir arastirmada, pili¢ yemlerine 500 mg/kg adagay1 veya biberiye ekstrakti
eklenmesi ile gogiis ve but etlerindeki lipid oksidasyonunun azaldigi saptanmustir
(Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Bunlarin yanin da kekik ar1 hastalik ve zararlilarini
onlemede kullanilmaktadir (Bahtiyarca Bagdat, 2006). Japon bildircinlari {izerinde 38
giinliik bir calismada biiylime performansi izlenmistir. Denek grubuna flavomycin (10
mg/kg), kekik esans yagi (60 mg/kg) ve ¢orek otu (Nigella sativa) tohumu esans yagi
(60 mg/kg) kullanilmis ve deney sonunda kontrol grubuna gore canli agirlik ve yemden

yararlanma derecesinde artis oldugu saptanmustir (Bilal ve ark., 2008).

Ekici ve ark. (2011) baliklarda hastalik yapan Yersinia ruckeri, Aeromonas hydrophila,
Flavobacterium  psychrophilum, Vibrio anguillarim, Vibrio alginolyticus ve
Lactococcus garviae suslari iizerinde kekik (Origanum vulgaris), melisa (Melissa
oleum), karabas (Lavandulae romanae oleum), biberiye (Rosmarinus officinalis),
zencefil (Zingiber officinale) bitkilerinin antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir. Bitki
yaglar1 metanolle homojenize edilmis ve disk diflizyon metodu kullanilmistir. Aragtirma
sonunda kekik yagmin %1, 2.5, 5, 7.5 ve 10’luk konsantrasyonlarinin her biri F.

psychrophilum’a kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Hussain ve ark., (2011) c¢iftlik hayvanlarinda hastaliga neden olan Pasteurella
multocida, Escherichia coli, Bacillus cereus, Corynebacterium bovis ve Staphylococcus
aureus iizerinde bazi bitkilerin antimikrobiyal aktivitesini aragtirmiglardir. Carum
copticum, Mallotus philippensis, Citrullus colocynthis, Calotropis procera, Embellia
ribes, Ricinus communis, Lawsonia inermis, Amomum subulatum, Operculina
turpethum ve Santalum album bitkilerinin metanol ekstrakti kullanilmistir. Santalum
album, Lawsonia inermis ve Embellia ribes test edilen tiim mikroorganizmalar tizerinde
antimikrobiyal etki gdstermistir.
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2.1.7. Dogal Boyamacilikta Kullanimlari

Cevreyi kirletmeyen dogal boya bitkileri yillik veya iki yillik, toksik ve kanserojen
Ozelligi bulunmayan bitkilerdir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Bitkinin yaprak,
cicek, kabuk ve kok gibi kisimlarindan elde edilen, iizerinde herhangi bir kimyasal
islem uygulanmayan ya da en az seviyede kimyasal kullanilan boyalar bitkisel boya
olarak adlandirilmaktadir. 19. ylizyilin ortalarinda sentetik boyalar kesfedilmis ve dogal
boyalara ilgi azalmistir. Bitkisel boyalarin uzun zaman almasi, maliyetli ve zahmetli

olmas1 nedeniyle sentetik boyalar tercih edilmistir (Mert ve ark., 1992).

Adi karamuk (Berberis vulgaris L.) ya da kadintuzlugu olarak da bilinen karamuk
bitkisinin 14. yilizyildan beri boya olarak kullanildig1 bir¢ok kaynakta belirtilmektedir.
Farkli tiirdeki maddeleri ¢ok basit ve ¢abuk olarak boyayabilmektedir. Boyama
isleminden sonra zamanla renk kahverengiye donlismektedir. Bu nedenle I. Diinya
Savagi sirasinda Osmanli Ordulari’nin ¢adirlarini boyamak i¢in kullanilmistir. Halen
Anadolu’da yilin boyamasinda bitkinin sar1 renkli kokleri kullanilmaktadir (Faydaoglu
ve Siriiciioglu, 2013) . Cotinus coggyria Scop. (Dumanagaci, Boyact sumagi, Sari
sumak) Akdeniz ve Dogu Karadeniz Bolgesinde yayilim gostermekte ve sari, portakal
ve kahverengi renk elde etmek i¢in kullanilmaktadir (Mert ve ark., 1992). Aslinda yag
bitkisi olarak yetistirilen Aspir (Carthamus tinctorius L.) resim, kagit, tekstil, gida ve
kozmetik gibi alanlarda boyarmadde olarak kullanilmistir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu,
2013). Ceviz (Juglansregia L.), ebe giimeci (Malva sylvestris), kekik (Thymus sp.),
civanpercemi (Achillea sp.), kdkboya (Rubia tinctorum L.), mazi mesesi (Quercus
infectoria Olivier), kayis1 (Armenica vulgaris Lam.), seftali (Persica vulgaris Miller),
armut (Pyrus communis L.) ve 1sirgan otu (Urtica diocica L.) boyamacilikta kullanilan
bazi bitkilerdir (Mert ve ark., 1992; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

2.1.8. Anti-Fungal Olarak Kullanilmalari

Antifungal ilaglarin sinirli olmasi, bu ilaglara direng gelismesi, ilaglarin pahali olmas1 ve
ilag yoOnetiminin zor olmasi nedeniyle yeni antifungal ajanlarin kesfedilmesi
gerekmektedir (Shokri ve ark, 2012). Uzun yillardir baz1 bitki ekstraktlarinin ve ugucu
yaglarin bakteri ve mantarlar {lizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir

(Dagc1 ve Digrak, 2005). Tiim diinya iilkeleri tarafindan patojen funguslara kars1 bitki
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ekstraktlarinin kullanimi, etkili bitkilerin ve igeriklerinin tespit edilmesi i¢in yogun

calismalar bulunmaktadir (Toroglu ve Cenet, 20006).

Navarro ve ark. (1996), Meksika’da ilag olarak kullanilan geleneksel bitkiler tizerine bir
calisma yapmisglardir. Yapilan ¢alismada 12 bitkinin metanolik ekstraktini S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa ve C. albicans iizerine antimikrobiyal etkileri arastirilmistir.
Calisma sonunda Punica granatum'un test edilen mikroorganizmalara karst giiglii bir
aktivite gosterdigi saptanmistir. Dage1 ve Digrak (2005) tarafindan yapilan caligmada
Punica granatum L. (Punicaceae) “Nar”, Citrus paradisi Mc. Fad. (Rutaceae)
“Greyfurt”, Cydonia oblonga Miller (Rosaceae) “Ayva”, Musa sapientum L.
(Musaceae) “Muz” meyve sulari ile kabuk ekstraktlarinin bakteri ve mayalara karsi
antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Punica granatum’un aseton, etil alkol ve sulu
ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalar {izerinde en etkili oldugu tespit edilmistir.
Punica granatum’un etil alkol ekstrakti ve Citrus paradisi’nin sulu ekstraktinin

Pseudomonas aeruginosa iizerine en giiglii etkiyi gosterdigi saptanmustir.

Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar son yillarda artmustir. Genellikle bu
mantar  enfeksiyonlarinin %90’ ndan Candida albicans sorumludur.
Candida zeylanoides tarafindan olusturulan bir artrit vakas: bildirilmistir. Yapilan bir
arastirmada Iran’da yetisen 5 bitki tiiriiniin (Heracleum persicum, Nigella sativa,
Trachyspermum  copticum, Zataria  multiflora, Ziziphora clinopodioides)
Candida zeylanoides iizerinde antifungal etkileri arastirilmistir. Disk difiizyon
sonuglarina gore en yiiksek inhibisyon zonunu Trachyspermum copticum ve Zataria

multiflora olusturarak antifungal aktivite gostermistir (Shokri ve ark, 2012).

2.2. Tibbi Bitkilerdeki Etken Maddeler

Bitkisel diyetlerin, icerdigi antioksidan maddeler sayesinde koruyucu etkileri bulundugu
ve antioksidanlarin dogal oksidasyon reaksiyonlarimin yikici etkilerinden hiicreleri
korudugu saptanmistir. Boylece arastirmalar bu yonde yogunlagsmistir. Giiniimiizde ise,
bitkisel iiriinlerde mevcut olan ve fitokimyasallar olarak adlandirilan on binlerce madde
tizerinde durulmaktadir (Diindar, 2001). Bitkilerin sekonder faaliyetleri sirasinda ortaya
cikarak depolanan, tiiketildiklerinde saglik ic¢in faydali ancak besin degeri bulunmayan

bilesiklere fitokimyasal adi1 verilmektedir (Erbas, 2006; Uzunhan, 2013).
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Son yillarda fitokimyasal kavramimin ve fitokimyasallarin diyetteki yerinin 6nem

kazanmas1 asagidaki faktorlere baglanmaktadir (Diindar, 2001; Uzunhan, 2013);

- Bilim ve teknoloji alanindaki hizl1 gelisim ve arastirma bulgulari,

- DSO’niin meyve ve sebzelerden olusan saglikli diyet dnerisi,

- Saglik i¢in harcanan giderlerin yiiksek olmasi,

- Toplumun saglik acisindan ve diyet alternatifleri konusunda daha bilingli hale
gelmesi,

- Yaygin olarak goriilen kanser ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin ¢ogunun
ortaya ¢ikmasinda, hayvansal gidalarin yogun tiiketiminin rol oynamast,

- Hayvansal tiriinlere kars1 doygunluk hissedilmesi,

- Tiiketicilerin fitokimyasal iceren yeni beslenme sekline talep gostermesidir.

Amerika’da o6lime yol agan en Onemli dort hastalik olan kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyonun Onlenmesi ve/veya tedavisinde
fitokimyasallar ve diger bitkisel kaynakli besin bilesenlerinin etkili oldugu bulunmustur
(Diindar, 2001; Coskun, 2005). Bunun yaninda néral tiip defektleri, osteoporoz, anormal
bagirsak hareketleri ve artiritlerin dnlemesinde ve tedavisinde de rol oynamaktadirlar

(Coskun, 2005).

Fitokimyasallar bitkilerin kendine 6zgii olan renk, koku ve tat gibi &zelliklerinin
olusumunda etkili olmaktadir. Uzun siliredir yapilan c¢aligmalar sonunda
fitokimyasallarin  bir kismi saflagtirilmis ve saf olarak elde edilip kullanilmasi
tartisilmaya baslanmistir. Ornegin, bazi sebze tiirlerinde bulunan fitokimyasallardan
elde edilen konsantre preparatlar piyasada bulunmaktadir. Bu gelismelere bakarak
ontimiizdeki yillarda fitokimyasallardan {iretilen haplarin yaygin hale gelebilecegi

diisiiniilmektedir (Diindar, 2001).

Bitkilerin yapisindaki fitokimyasallarmn sayi ile ifade edilmesi oldukga giigtiir. Ornegin
sadece domateste 10 bini askin fitokimyasal madde bulunmaktadir. Izoflavonlar, ellagik
asit, fitatlar, indoller, flavonoidler, terpenler, fenolik asit, kumarinler, polifenoller,
likopenler, glissirizin, izotiyosiyanatlar, karotenoidler, siilfitler ve taninler bazi sebze ve
meyvelerde bulunan kullanim1 yayginlagsmis, etkileri biiyiik oranda belirlenmis

fitokimyasallar arasinda bulunmaktadir (Diindar, 2001; Uzunhan, 2013).
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2.2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunan fitokimyasallardir. Bu bilesikler
bitkilerin patojenlere karsi1 korunmasi, bitkinin biliylime ve iiremesinde rol
oynamaktadir. Sebze ve meyvelerle tliketilen fenolik bilesiklerin saglik i¢in olumlu
faydalar1 bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda antialerjik, antimikrobiyal, antioksidan,
antitrombotik, kalp ve damar genisletici etkileri oldugu saptanmistir (Balasundram ve
ark., 2006). Ayrica fenolik maddelerden bazilari, 6rnegin antosiyaninler meyve ve
sebzelerin kendine 6zgii olan renklerini olusturmaktadir (Er, 2011). Dogal olarak
meydana gelen 8000’den fazla fenolik bilesik bilinmektedir ve hidroksil gruplarinin
sayl ve pozisyonuna gore c¢ok cesitli sekilde smiflandirilmaktadir. Fenolik asitler,
flavonoidler ve taninler fenolik bilesiklerden bazilaridir (Robards ve Antolovich, 1997,
Balasundram ve ark., 2006; Turhan ve Ustiin, 2006; Arkan, 2011).

Fenolik Asit

Fenolik asitler bitkilerde bulunan fenollerin yaklasik {igte birini olusturmaktadir (Ignat
ve ark., 2011). Meyve ve sebzelerin kendine has olan buruk tadini fenolik bilesikler
vermektedir. Bu buruk tadin fenolik bilesiklerin agiz mukozasinda bulunan protein ve
polisakkaritlerle tepkimeye girmesi sonucu olustugu bildirilmektedir (Er, 2011). Kan
lipid diizeyinde olusabilecek dengesizliklerin giderilmesi, nitrozaminlerin meydana
gelmesinin engellenmesi ve enzim aktivitelerinde aktif rol oynamaktadir. Findik, ceviz
gibi kabuklu cerezler, havug, kiraz, visne, elma, brokoli, portakal, domates, cilek,

frambuaz ve kepekli tahillar fenolik asit i¢eren baslica gidalardir (Diindar, 2001).

Flavonoidler

Flavonoidler en 6nemli fenolik gruplardir. Kimyasal yapilan ¢esitlilik gostermekte ve
farkli biyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Robards ve Antolovich, 1997).
Flavonoidler yiiksek yapili bitkilerden basit yapili mantarlara kadar yaygin olarak
bulunan bir bilesiktir. Genellikle bitkilerin kok, govde, kabuk, dal, yaprak, cicek ve
meyve gibi tiim organlarinda bulunmaktadir. Flavonoidler bitkilerdeki biiylime
hormonlar1 ve enerji doniisiimiine etki etmektedir. Solunum ve fotosentez olaylarim
diizenleme fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Isik, 2005). Giinlimiize kadar bitkisel kdkenli
gidalarda 4000°den fazla farkli flavonoid ¢esidi tespit edilmistir (Lebeau ve ark., 2000;
Ren ve ark., 2003; Capanoglu ve Boyacioglu, 2009). Bu bilesikler, ortak bir
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phenylbenzopyrone yapisina sahiptir. Doygunluk diizeyi ve piran halkasinin agilimina
gore flavonlar, flavanollar, izoflavonlar, flavonollar, flavanonlar ve antosiyaninler
olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.1) (Rice-Evans ve ark., 1996; Cimen, 1999; Ren ve
ark., 2003; Ignat ve ark., 2011). Flavonoid igeren bitkisel ilaglar 6zellikle Cin olmak

lizere tiim diinyada kullanilmaktadir (Ren ve ark., 2003).
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Sekil 2. 1. Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Ignat ve ark., 2011)

1970’11 yillarda flavonoidlerin kullanim amaclarina yonelik aragtirmalar artmistir. Bu
aragtirmalar sonucunda ¢ok cesitli biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelerinin
bulundugu saptanmistir.  Bunlar arasinda antioksidan, antimikrobiyal, antiviral,
antiiilserojenik, hepatoprotektif, antitrombositik 6zellikler ve iltihaba karsi etkilerinin
mevcut oldugu aciklanmistir (Lebeau ve ark., 2000; Isik, 2005). Flavonoidlerin
hormonlarin normal fizyolojik etkileri disinda ortaya cikabilecek zararli etkilerini ve

antioksidan etki goOstererek hiicrelerde olusan mikrozomal lipid peroksidasyonu
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olaylarin1 6nleyebildikleri belirtilmektedir (Rice-Evans ve ark., 1996; Diindar, 2001).
Flavonoidler antioksidan etkisini, peroksi radikalleri ile elektron transferi yolu ile
tepkimeye girip hidroksil ve siiperoksit radikallerini yakalayarak gostermektedir
(Turhan ve Ustiin, 2006). Flavonoidlerin antiviral etkisinin yiiksek oranda proteinlere
baglanma 6zelliginden kaynaklandigi bilinmektedir (Erdogan ve Everest, 2013). Ayrica
koroner kalp hastalig1 riski ile diyette tiiketilen flavonoid miktar1 arasinda ters bir iliski
bulunmaktadir (Lebeau ve ark., 2000; Ignat ve ark., 2011). Ayrica flavonoidlerin
antimutajenetik ve antikarsinojenik etkilerinin bulundugu in vitro ve in vivo sartlarda
saptanmistir (Isik, 2005). Finlandiya’da 9959 kadin ve erkek denek iizerinde yapilan bir
arastirmada kanser ve flavonoid alimi arasinda ters bir iliski bulunmustur. 24 yillik
izlem sonucunda flavonoid alimi yiiksek olan kisilerde akciger kanseri goriilme oraninin
%50 azaldigr saptanmistir (Coskun, 2005). Meyan kokii ekstresinden elde edilen
flavonoidlerin Helicobacter pylori nedenli peptik iilser ve mide kanseri i¢in fayda
sagladig1 belirtilmektedir (Ren ve ark., 2003). UV 1sinlarindan koruma 6zelligine sahip
olmasi nedeniyle kozmetik iiriinlerde 6nemli bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir
(Isik, 2005). Ancak bazi ¢alismlarda flavonoidlerin mutajenik etkileri hakkinda in vitro
veriler bulunmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda DNA, protein ve karbonhidrat
metabolizmasinda oksidatif hasari hizlandirabilecegi belirtilmektedir (Cimen, 1999).
Havug, narenciye, ¢ilek, elma, brokoli, siyah ve yesil ¢ay, maydanoz, soya fasulyesi,
tahillar, lahana, kabak, patates, domates, salatalik gibi sebze ve meyveler flavonoidlerce
zengin kaynaklardir. Cay bitkisi tiim toplumlar tarafindan yaygin olarak tiikketilmekte ve
yasantimizda énemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle siyah ve yesil ¢ayla ilgili oldukca
fazla arastirma bulunmaktadir. Calismalarin ¢ogunda ¢ayin antioksidan kapasiteyi
arttirdigl ve bazi hastaliklarin olusumunu engelledigi saptanmigtir. Cayin bu etkisinin
icinde bulunan flavonoidlere bagli oldugu ve siyah ya da yesil ¢ay arasinda antioksidan
aktiviteyi arttirma acisindan 6énemli bir fark olmadig1 ¢alismalarla ortaya koyulmustur

(Diindar, 2001).

Izoflavonlar, saghgimi kaybetmis, yaslanmis ve oksidasyon sonucunda hasara ugramus
olan hiicrelerin biiylimesini durdurabilmektedir. Prostaglandinin katabolik enzim
faaliyetini engelledigi belirtilmektedir (Diindar, 2001). Ateroskleroz ve kanser gibi
hastaliklar1 6nlemek ya da tedavi etmek amaciyla kullanilabildigi belirtilmeketdir (Ignat

ve ark., 2011). Erythrina variegata 'dan ayristirilan bazi izoflavonoidlerin Streptococcus
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mutans hiicreleri iizerinde potansiyel birer antibakteriyel ajan olduklari bildirilmektedir
(Erdogan ve Everest, 2013). Baklagiller, kuru fasulye, soya ezmesi ve soya siitliniin
izoflavanlar agisindan zengin oldugu bildirilmektedir (Diindar, 2001). Ayrica siyah
caymn icinde %30 oraninda bulunan polifenoller de izoflavon yapida bilesiklerdir

(Erdogan ve Everest, 2013).

Antosiyaninler, pH degerine baglh olarak suda ¢oziindiiginde kirmizi, mor ya da mavi
renk olarak goriinen pigmentlerdir. Bitkilerin yaprak, kok, sap, c¢igek gibi tim
dokularinda bulunmaktadir (Ignat ve ark., 2011). Antosiyaninler, insan beslenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Antioksidan 6zelligi sayesinde kanser, koroner kalp hastaligi,
diyabet ve diger dejeneratif hastaliklarin olusumunu onleyebilmektedir (Cujic ve ark.,
2015). Flavanonlar turunggillerde yiiksek konsantrasyonda, ayrica domates ve nane gibi

aromatik bitkilerde bulunmaktadir (Ignat ve ark., 2011).

Taninler

Otsu ve odunsu bitkilerde taninler yaygin olarak bulunmaktadir. Uzun zamandir
taninlerin Staphylococcus aureus’a karsi1 bakteriostatik ya da bakterisidal etki gosterdigi
bilinmektedir (Erdogan ve Everest, 2013). Tannik asit pomat ya da sprey ¢ozelti halinde
yaralarda, tannik asit gliseriti sekilinde agiz ve bogaz iltihaplanmalarinda lokal olarak
kullanilmaktadir. Tannik asitten elde edilen suppozituvarlar ise hemoroid tedavisinde

kullanilmustir (Ozacar ve Sengil, 1998).

Stilbenler ve Lignanlar

Stilbenler diisiik miktarda insan diyetinde bulunmaktadir. Bitkilerde enfeksiyon ve stres
kosullarinda cevap olarak iiretilmektedir. Uziim, ¢ilek ve fistik dahil olmak {izere
70°den fazla bitki tiirlinde tespit edilmistir. Lignan ve sentetik tlirevlerine olan ilgi
kemoterapi ve cesitli farmakolojik uygulamalardaki etkileri nedeniyle artmaktadir

(Ignat ve ark., 2011).

2.2.2. Polifenoller

Polifenoller antioksidan etkinligi yiiksek fitokimyasallar arasinda yer almaktadir. Bu
ozelligi sayesinde oksidasyonun sonucu olusan tahribata karsi LDL oksidasyonunu

inhibe ederek hiicrelerin korunmasini saglamaktadir. Serbetci otu, yesil cay, zeytinyagi
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ve liziim g¢esitleri baglica kaynaklar1 arasinda bulunmaktadir (Diindar, 2001). Son
zamanlarda ¢ikolatanin da polifenoller bakimindan zengin oldugu ve kalp iizerine
olumlu etkileri bulundugu belirlenmistir (Coskun, 2005). Serbet¢i otunun icerdigi
polifenollerin mutagenik etkili streptotokoklar1 baskiladigi diisiiniilmektedir. Sik olarak
tiketilen cayda bol miktarda polifenol bulunmakta ve cayin antioksidan etki

mekanizmasini anlamak amaciyla yogun sekilde arastirilmaktadir (Diindar, 2001).

Fransa’nin belli yerlerinde yasayan ve bol miktarda kirmiz1 sarap tiiketen bireylerin
fazla miktarda yag tiilketmelerine karsin diger bat1 toplumlarindan daha az kalp hastalig1
goriilmesi aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Arastirmalarda kirmizi iiziimiin kabuk
kisminda antioksidan 6zellik gosteren polifenolik bilesikler saptanmistir. Kirmizi sarap
polifenolik bilesikler agisindan beyaz saraptan 25-50 kat daha zengindir. Kirmizi
iziimiin suyunu tiiketen kisilerde de ayn etki elde edilebilmektedir. Ayrica {iziim suyu

tiiketiminin trombosit agregasyonunu azalttig1 saptanmistir (Coskun, 2005).

2.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler gelismekte olan iilkelerde en Onemli A vitamini kaynagidir.
Karotenoidler en yaygin olan renk pigmentleri arasinda yer almaktadir ve karotenoid
adiin havug (Daucus carota) kokiinde bulunan baskin pigment olmasindan ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Karotenoidler agik saridan koyu kirmiziya kadar farkli renk tonlarinin
olusumundan sorumludur ve proteinlerle kompleks yapilar olusturduklarinda yesil ve
mavi renk verirler (Otles ve Atli, 1997). Karotenoidlerin oksidatif kaynakli hasar
onemli Olclide azalttigi, DNA sarmalindaki kirilmalar1 6nledigi ve kanser olusumunu
onledigi kabul edilmektedir. Domates, havug, 1spanak, beyaz ve kirmiziturp, patlican ve

kereviz karotenoid kaynaklarini olusturmaktadir (Diindar, 2001).

Giiniimiizde yaklasik olarak 600 gesit karotenoid tespit edilmistir. 3-karoten, likopen,
lutein, a-karoten en ¢ok bilinenleridir (Otles ve Atli, 1997). Domateste en ¢ok dikkat
ceken fitokimyasal olan likopenler, antikarsinojenik, antioksidan ve erkek cinsiyet
hormonlarinin diizey ve aktivitesini diizenleyici olarak etkinlik gostermektedir (Diindar,
2001). Prostat, mesane, meme, deri, sindirim sistemi ve serviks kanseri riskini
azaltmaktadir. Likopenin antioksidan 6zelligi sayesinde antikarsinojenik etki sagladig
diistiniilmektedir (Coskun, 2005).
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2.2.4. Diger Taninms Fitokimyasallar

Ellagik Asit

Hiicreleri, genotoksik etkenlere karsi koruyucu etkisi gosterilmistir. Kas hiicresi
sarkoplazmik retikulumundan salinan kalsiyum iizerinde etkin bir kontrolii oldugu ileri
stiriilmektedir (Diindar, 2001). Ellagik asit, polifenoller arasinda oldukga stabil olmasi
nedeniyle biyolojik gosterge olarak kullanilmaktadir (Yilmaz ve Usta, 2010). Baslica
kaynaklari, liziim, ahududu, elma, ¢ilek, hint safranidir (Diindar, 2001). Ayrica nar suyu
ve nar yag1 da ellagik asit igermektedir. Yapilan bir arastirmaya gore, 180 mL nar suyu
25 mg ellagik asit icermektedir ve iciminden 1 saat sonra tiim viicut sivilarinda ellagik

asit saptanmaktadir (Y1lmaz ve Usta, 2010).
Fitatlar

Demir emilimini kontrol ederek oksidatif stres olusumu onleyebildikleri saptanmustir.
Act bakla, soya fasulyesi gibi bitkilerde bulunmaktadir. Bunun disinda piring, bugday,
dar1, misir ve yulaf gibi kepekli tahillarda da mevcuttur (Diindar, 2001).

indoller

Merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinin diizenlenmesi, 6strojen hormonunun yararl olan
alt gruplarinin yapimi ve saliimi, hipoglisemi ve hipotansiyon durumunun ortaya
cikmasi gibi fizyolojik olaylarda rol oynayan antioksidan 6zellikli bir fitokimyasaldir.
Brokoli, briikksel lahanasi, lahana, karnabahar, salgam ve yapraklari, hardal yapragi,
susam yagi, su kabagi, yesil sebzeler ve yumru kokler indoller yoniinden zengin

besinlerdir (Diindar, 2001).
Terpenler

Terpenler tim canli organizmalarda bulundugu i¢in oldukca fazla arastirilmaktadir.
Terpenler bitkisel dokularda siklikla serbest sekilde, bazen organik asit esteri ya da
glikozitleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunmaktadir (Isik, 2005).
Hiicrelerde olusan mikrozomal lipid peroksidasyonunu ve dokularda meydana gelen
oksidatif stresi onlemektedir. Kiraz, visne, narenciye gibi meyvelerde bulunmaktadir

(Diindar, 2001).
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Kumarinler

Kumarinler bitkilerin yapisinda serbest ya da glikozit halinde bulunmaktadir (Isik,
2005). Hiicre DNA’sina zarar veren maddelerin etkilerini 6nlemektedir ( Diindar, 2001).
Kumarinler antiviral aktivite de gostermektedir (Erdogan ve Everest, 2013). Bazi
kaynaklarda kumarinlerin bir kismimin antikoagiilan, diiiretik, antibakteriyel,
hepatotoksik ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir (Isik, 2005). Maydanoz
yapraginda kumarinler bol miktarda bulunmaktadir. Kereviz tohumu yagi, maydanoz
yagi, D vitamini, kalsiyum, koenzim Q, izoflavonlar ve lignanlar gibi fitokimyasallar

kumarinlere benzer etkiler géstermektedir (Diindar, 2001).
Glissirizin

DNA hasarini, hormonlarin ve metobolitlerin neden olabilecegi istenmeyen etkilerin
olugmasini Onleyebilmektedir. Antioksidan savunma sisteminde gorevlidir ve yiiksek
diizeyde antiviral etki gostermektedir. Meyan kokii bilinen en onemli glissirizin

kaynagidir (Diindar, 2001).
izotiyosiyanatlar

DNA hasarmi 6nlemedeki basarisi bilinen en onemli etkisidir. Enzimsel aktiviteleri
yonlendirerek bu islevi yaptigi diistiniilmektedir. Su teresi, turp, lahana gibi kaynaklarda
bulunmaktadir (Diindar, 2001).

Siilfitler

Toksik etkili kimyasal maddelerin ve bu maddelerin metabolitlerinin viicuttan atilmasini
saglamaktadir. Ayrica antioksidan savunmada gorev aldiklar1 saptanmistir. Sarimsak,
sogan, frenk sogani, pirasa, ananas ve brokoliden yiiksek miktarda izole edilmistir

(Diindar, 2001).

23



2.3. [Ekstraksiyon Yontemleri

Karigimda bulunan bir maddenin bir fazdan baska bir faza ¢ekilerek ayirma islemine
ekstraksiyon denir. Elde edilen iirline ekstre ya da ekstrakt adi verilmektedir. Avrupa
Farmakopesi’ne gore ekstre, genellikle kuru haldeki bitkisel ya da hayvansal kokenli
hammaddelerin farkli islemlerden gegirildikten sonra elde edilen siv1, kat1 veya yari1 kati
preparatlar olarak tamimlanmaktadir (Baser, 2010). Soxhlet ekstraksiyonu
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen az gelismis bir yontemdir.
Kirliligi 6nleyen, 6rnek hazirlama maliyetini azaltan, daha kisa siirede ekstrakt elde
edilmesini saglayan ve daha az ¢oziicli kullanilan yeni tekniklere talep artmaktadir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon ya da siiperkritik akigskan ekstraksiyonu gibi gelismis
yontemler ekstre elde etme siiresini azaltmanin yaninda yiiksek sicaklik ve basing
altinda calisma olanag1 saglamaktadir (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Saim ve ark.
(1997) soxhlet ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu ve hizlandirilmig solvent ekstraksyonunu ekstraksiyon verimi, maliyet,
kullanilan ¢6zlicii miktari, ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon icin kullanilacak
hammadde agisindan karsilagtirmistir. Arastirma sonunda en az ekstraksiyon verimi, en
az maliyet, en fazla kullanilan ¢oziici ve en uzun ekstraksiyon siiresinin soxhlet
ekstraksiyonunda; en az hammadde kullaniminin siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda,

en fazla hammadde kullaniminin soxhlet ekstraksiyonunda oldugu saptanmustir.

Ekstraksiyon yontemlerini mekanik ve mekanik olmayan seklinde ikiye ayirmak
miimkiindiir. Mekanik ekstraksiyon sikma ve c¢izme islemleri olarak adlandirilir.
Mekanik olmayan ekstraksiyon ise ¢oziicli kullanilarak yapilan ekstraksiyondur. Coziicii
olarak gaz, sivi ya da materyale uygun olan bir akigkan kullanilabilmektedir (Baser,
2010). Baz1 kaynaklarda ise geleneksel ve yeni yontemler olarak ayrilmaktadir. Soxhlet
ekstraksiyonu ve maserasyon islemi geleneksel yontemler arasinda sayilmaktadir. Siiper
kritik siv1 ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon ve mikrodalga ekstraksiyonu ise
modern yontemler arasinda bulunmaktadir (Moyler,1993; Kilig, 2008; Cujic ve ark.,
2015). Geleneksel yontemler dogru ¢oziicii iginde 1s1 kullanilarak maddenin ¢6ziinmesi
esasia dayanmaktadir. Geleneksel yontemlerde ekstraksiyon siiresi uzun ve verimlilik
diisiik olmaktadir. Ayrica 1s1 degisimine bagli olarak bir¢cok {iriiniin yapist

bozulmaktadir. Bu nedenle modern yontemlere ilgi artmaktadir (Wu ve ark., 2001). Her
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yontemin kendine gore avantaj ve dezavantajlart1 bulunmaktadir. Ancak secilen

yontemin temel amaci, bilesiklerin tam olarak elde edilmesidir (Cujic ve ark, 2015).

2.3.1. Ekstraksiyon Parametreleri

Ekstraksiyon isleminde istenilen kalite ve verimde iirlin almak i¢in uygun ekstraksiyon
yonteminin seg¢ilmesi yaninda ekstraksiyon islemi Oncesi ve islem sirasinda bazi
parametrelere dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu parametrelerden en onemli olanlari
sicaklik, basing, ¢oziicii, pargacik biiyiikliigii ve nem olarak sayilabilir (Baser, 2010;
Cujic ve ark., 2015).

Sicakhik

En onemli parametrelerden birini sicaklik olusturmaktadir. Baz1 maddelerin sicaklikla
beraber ¢oziiniirliigii artarken bazi1 maddeler yiiksek sicaklikta bozunma olayina maruz
kalabilmektedir. Bu nedenle ekstraksiyon uygulanacak materyalin en verimli hangi
sicaklikta kullanilabileceginin bilinmesi gerekmektedir. Ozellikle 1siya hassas olan
maddelerde uygulanan yiiksek 1s1 istenen etken madde yerine istenmeyen bir¢ok
maddenin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir (Baser, 2010). Altin ve ark. (2013)
tarafindan yapilan bir arastirmada jojoba tohumlarindan yag eldesinde sicakligin etkisi
arastirilmistir. Coziicli olarak hekzan kullanilmis ve test edilen degisken disinda diger
degiskenler sabit tutulmustur. Arastirma sonunda ekstraksiyon verimi 65°C’ye kadar

artmis ve bu sicaklikta sabit kalmistir.

Basin¢

Ekstraksiyon iglemi ¢ogunluklu atmosferik basing altinda yapilmaktadir. Ancak yiiksek
1stya duyarli maddelerde bozunma olaymnin Oniine gecebilmek i¢in ortam basinci
diisiiriilebilmektedir. Basing diisiiriildiigii zaman sicaklikta diisecegi i¢in olusabilecek

bozunma olay1 engellenebilmektedir (Bager, 2010).

Coziicii

Kullanilacak ¢6ziiciide aranan en onemli 6zellik, ekstre edilecek olan materyalleri tam
olarak ¢0zebilme yeteneginin olmasidir. Ayrica ¢oziiciinlin istenmeyen maddeleri de
cozmemesi gerekmektedir. Bu 06zelligi saglayabilmek i¢in ¢Oziiclinlin polaritesi ile
¢oziinen madde arasinda siki bir iligki bulunmaktadir. Genellikle polar maddeleri

¢dzmek i¢in yine polar yapidaki su en ¢ok tercih edilen ¢dziiciidiir. Insan sagliga ¢ok
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biiylik tehlikesi olmamasit ve suda ¢oOziiniirliigii cok az olan veya c¢dziinemeyen
maddeleri ¢ozme 6zelliginden dolayr sudan sonra en ¢ok tercih edilen organik ¢oziicii
etil alkoldiir. Etil alkol hem saf olarak hem de farkli konsantrasyonlarda kullanilabilir
(Baser, 2010).

Tosun ve ark. (2006), kirmizi {liziimiin g¢ekirdek ve kabugunu kullanarak, farkli
¢oziiclilerin ekstraksiyon ve fenolik bilesen verimi ile antioksidan aktivitesi iizerine
etkilerini arastirmislardir. Uziim kabugu ve ¢ekirdeklerinin, diger parametreler sabit
tutularak farkli ¢oziiciiler (su, etanol, aseton, etilasetat ve bu ¢oziiciilerin %50 ve %70
lik sulu ve asitli (HCl) karisimlar1) ile ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. DPPH ile
antioksidan aktivite ve Folin Ciocoltacu yontemi ile toplam fenolik bilesen miktarlari
saptanmistir. Cekirdek ekstresindeki en yliksek verim %50 aseton ¢oziiciisii, kabuk
ekstresindeki en yiiksek verim %70 aseton ¢oziiclsii ile elde edilmistir. En yiiksek
antioksidan kapasite %70 aseton ¢Oziiciisii, en yiliksek fenolik bilesen miktar1 %50
aseton ¢Oziicisiinde bulunmustur. Arastirma sonunda, Karisim olan ¢oziiciilerin saf
coziiciilere gore daha yiiksek verim sagladigi belirlenmistir. Ozcan ve ark. (2008)
yaptiklar1 ¢alismada Thymus sipyleus subsp. rosulans bitkisini metanol, aseton,
diklorometan, kloroform ve hekzan c¢oziiciilerini kullanarak antimikrobiyal etkisini
arastirmiglardir. Kullanilan ¢oziiciiye gore ekstraksiyon verimi karsilastirildiginda en
verimli kuru madde metanol ekstraktindan elde edilmistir. Ekstraktlar kullanilan test
mikroorganizmalar1 iizerine farkli oranlarda antimikrobiyal etki gOstermis ve artan

konsantrasyonlarda inhibisyon zonu ¢aplarinin da arttig1 tespit edilmistir.

Parcacik biiyiikliigii

Ekstraksiyon sirasinda en yiiksek verim ve en iyl iirlin elde edilmesi icin Onemli
parametrelerden biridir. Parcacik biyiikligi kiiciildikce ektraksiyon islemi
kolaylagmakta ve ekstraksiyon verimi artmaktadir. Ancak ¢ok kiiciik taneciklerin y1gin
hareketi olusturmasi kiitle transfer hizin1 azaltir ve bir noktaya kadar artis gosteren
ekstraksiyon verimi belli bir noktadan sonra ya durur ya da azalir. Yani iyice toz haline
getirilen maddelerde ekstraksiyon islemi zorlasmaktadir. Bu nedenle en yiiksek kalite ve
verimi elde etmek i¢in hammaddenin en uygun pargacik biiytlikliigline getirilmesi
gerekmektedir (Baser, 2010). Cujic ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada
orneklerin pargacik boyutu 0,75-1-2-3 mm olarak belirlenmistir. 0,75 mm pargacik

boyutundaki verim digerlerine gore daha yiiksek olarak saptanmistir.
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Nem

Ekstre edilecek maddenin tasidigit nem 6nem tasimaktadir. Hammaddede bulunan su
ekstraksiyon iglemi sirasinda kullanilan ¢6ziicliniin konsantrasyonunu degistirerek farkli
Ozellikteki tiriinlerin alinmasina neden olabilmektedir. Ayrica neme bagl olarak bakteri

ve mantarlar kisa siirede iireyerek hammaddenin yapisin1 bozmaktadir (Baser, 2010).

2.3.2. Mekanik Ekstraksiyon

Mekanik ekstraksiyon, uygun bir mekanik islem ya da diizenekle yapilan ekstraksiyon
islemini tanimlamaktadir. Mekanik ekstraksiyonla elde edilen iiriinler dogrudan elde
edildigi sekilde ya da bazi islemlerden gecirilip saflastirilarak kullanilmaktadir. Sikma

ve ¢izme yontemi baglica mekanik ekstraksiyon yontemleridir (Baser, 2010).

2.3.2.1. Sikma Yontemi

Uygun bir sikistirma araciyla sikilarak yapilan ekstraksiyon islemidir (Baser, 2010).
Limon ve portakal gibi turunggillerin kabugunda bulunan ucucu bilesikleri ve
tohumlarda bulunan sabit yaglar1 elde etmek i¢in uygulanmaktadir (Kilig, 2008; Baser,
2010). Narenciye meyvelerinin taze kabuklarinda bulunan ugucu bilesiklerin yapisi
destilasyon islemi uygulandiginda bozuldugu i¢in bu yontem tercih edilmektedir (Kaya
ve Ergoniil, 2015). Sikma yonteminde narenciye kabuklari bez bir torbaya koyularak
soguk hidrolik preslerde sikilmaktadir (Kilig, 2008; Cellat, 2011; Kaya ve Ergoniil,
2015). Soguk hidrolik presleme sirasinda sicaklik olmamasi ugucu bilesenlerin
kaybedilmesini 6nlemekte ve elde edilen yaglarin daha {istiin aromaya sahip olmasini

saglamaktadir (Kaya ve Ergoniil, 2015).

2.3.2.2. Cizme Yontemi

Bitkisel materyalin uygun bir bigak ya da kesici aletle ¢izilerek yaralanmasi ve bitkinin
kendini iyilestirmek i¢in ortaya ¢ikardigi salginin toplanmasi esasina dayanmaktadir.
Cizme islemi ¢ok dikkatli ve isleme 6zel olan aletlerle yapilmaktadir. Yapilan yanhs ya
da asir1 yaralamalar bitkide hasara ya da bitkinin 6liimiine neden olmaktadir. Bazen
cizmek yerine bitki agir darbelerle yaralanarak da bu islem yapilabilmektedir. Bu
yontemin en glizel Ornegi hashas bitkisinin olgunlasmadan ¢izilerek ‘“Afyon”

maddesinin elde edilmesidir (Baser, 2010).
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2.3.3. Coziicii Ektraksiyonu

Bitki materyali oda sicakliginda direkt olarak ¢oziicii igine batirilmakta ya da organik
coziiciilerle soxhlet icerisinde kaynatilmaktadir. Ektraksiyon islemi sonunda destilasyon
islemi ile organik ¢oziicii ortamdan uzaklastirilmaktadir. Sicaklik daldirma yonteminde
5-25°C arasinda, soxhlet cihazinda 60°C’den diisiik olmaktadir. Diisiik sicaklik
kullanilmast bu yontemin buhar destilasyonuna gore avantajidir ve elde edilen {iiriin
daha dogal bir igerikte olmaktadir. Ancak ¢oziicii kullanilarak yapilan ekstraksiyon
sonrasi uygulanan yogunlastirma islemi sirasinda molekiil agirhigi diisiik olan ugucu
yaglar kaybedilmektedir. Ayrica ekstraksiyon sonrasi kalan ¢oziicii hem ¢evre kirliligi
acisindan hem de ekonomik acidan énemlidir. Ozellikle pahali ve biiyiik miktarlarda
kullanilan kaliteli ¢oziiciiler maddi olarak yiik getirmektedir (Kilig, 2008; Cellat, 2011).
Ayrica ¢oziiciiler toksik 6zelligi nedeniyle son zamanlarda tercih edilmemektedir (Kaya
ve Ergonil, 2015). Ekstre edilecek maddeye bagli olarak kati-sivi ya da sivi-sivi
ekstraksiyonu olarak siniflandirilmaktadir (Baser, 2010; Kaya ve Ergoniil, 2015).

2.3.3.1. Kati-Sivi Ekstraksiyonu

S1vi ¢oziiciiler yardimiyla katt maddelerden etken madde izolasyonunda sik olarak bu
yontem kullanilmaktadir. Bu yontemde secilen ¢oziicii, etken maddeyi ¢ozebilmeli
ancak istenmeyen maddeleri ¢ozmemesi gerekmektedir. Ekstraksiyon iglemi ¢oziicli ve
¢ozlinen madde arasinda denge olana kadar devam etmektedir (Baser, 2010). Kati-sivi
ekstraksiyonunda islem daha hizli yapilmakta, az miktarda ¢oziicii kullanilmakta,
maliyeti daha diisiik olmakta ve ekstrakt daha saf olarak elde edilebilmektedir. Bunun
yaninda secilen ¢oziicliniin maddeyi ¢ézememesi sorun teskil etmektedir (Arisoy ve
Sener, 1994; Yavuz ve Aksoy, 2006). Sicaklik, sivi-kat1 orani, akis hizi, pargacik
biiytikligii gibi etkenler 6ziit konsantrasyonunu etkilemektedir (Ignat ve ark., 2011).

Maserasyon

Cigeklerden ugucu yag elde etmek amaciyla kullanilan ilkel yontemlerden biridir
(Cellat, 2011; Kaya ve Ergoniil, 2015). Ekstre edilecek olan maddenin uygun ¢oziici
icinde ve bir siire temas halinde olmasini saglayarak yapilmaktadir (Baser, 2010).
Bitkisel yag veya 60-70°C de eritilmis hayvansal yagin igine ¢igekler atilarak igindeki
aroma maddelerinin yaga ge¢mesi saglanmaktadir (Cellat, 2011; Kaya ve Ergoniil,

2015). Kullanilacak maddenin kiigiik pargalar halinde olmasi gerekmektedir. Ancak toz
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halinde olursa ¢oziicliniin maddeye yeterli niifuz etmesi ve ekstraksiyon veriminin
yeterli olmasi i¢in uygun bir karigtirma islemi yapilmalidir (Bager, 2010). Maserasyon

islemi verimsiz ve zaman alan bir islemdir (Cellat, 2011).
Infiizyon

Bu islem ekstre edilecek maddenin iizerine sicak su eklenip, kaynar su banyosu
tizerinde kaynatilarak soguduktan sonra siiziilmesi esasina dayanmaktadir. Kaynar su
banyosu lizerinde 1sitilirken sik sik karistirma igleminin uygulanmasi gerekmektedir.
Isitma islemi sirasinda 1stya hassas olan maddelere dikkat edilmelidir. Genellikle
inflizyon hazirlarken ¢oziicii olarak su kullanilmaktadir. Suyun i¢indeki tuz ve
mineraller, suyun asidik ya da bazik olmasi ekstraksiyon islemine etki etmektedir.
Ornegin, suyun icinde bulunan demir tanenlerle birleserek infiizyon isleminin

bozulmasina neden olabilmektedir (Baser, 2010).
Dekoksiyon

Bu yontemde, ekstre edilecek madde {izerine soguk su eklenir ve 30 dakika su banyosu
tizerinde kaynatildiktan sonra sicakken slizme islemi uygulanmaktadir. Su
banyosundaki 1sitma siiresi ekstre edilmek istenen maddeye gore degisiklik
gosterebilmektedir. Isitma siiresinin uzun olmasi 1stya hassas olan maddelerde bozunma

riski olusturmakta ancak ekstraksiyon verimini arttirmaktadir (Baser, 2010).
Anfloraj

Yasemin gibi farkli ¢i¢eklerin ekstraksiyon isleminde kullanilmaktadir (Baser, 2010).
Yasemin, stimbiilteper gibi ¢iceklerin ugucu yaglari, az miktarda yag igerdikleri ya da
yapilarinin narin olmasi nedeniyle destilasyonla elde edilememektedir. Bu gibi
durumlarda ugucu yaglar elde etmek i¢cin zahmetli ve uzun siiren anfloraj islemi
uygulanmaktadir (Cellat, 2011). Bu yontemde ¢6ziicii olarak sigir don yagi ve domuz
don yagmin karigtmi kullanilmaktadir (Baser, 2010). Orneklerin soguk hayvansal yaga
dogrudan temas ettirilmesi seklinde uygulanmaktadir (Cellat, 2011; Kaya ve Ergoniil,
2015). istenilen kalitede iiriin elde etmek icin her iki yagmn da saf ve kokusuz olmasi

gerekmektedir. Bu yontemin giiniimiizde kullanim1 azalmistir (Baser, 2010).
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Soxhlet Ekstraksiyonu

Franz von Soxhlet tarafindan gelistirilen, 1980°’1i yillarin ortalarina dogru popiiler olan
Soxhlet ekstraksiyonu giinlimiizde laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir.
Soxhlet ekstraksiyonu kati Orneklerdeki organik bilesiklerin ekstraksiyonunda
kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktorii olarak adlandirilan 6zel bir cihazla yapilmaktadir.
Soxhlet ekstraktorii 1sitma sistemi, bunun iizerine yerlestirilen ¢Oziicii sisesi, orta
¢emberde bir sivi akis borusu (sifon) ve sogutulmus bir kondansoérden (yogusturucu)
olugmaktadir (Sekil 2.2). Coziicii siseye doldurularak 1sitma sistemi {izerine
yerlestirilmektedir. Ekstraksiyon bdlmesine kat1 olan 6rnek koyularak ¢oziicii kaynama
sicakliginin lizerinde 1sitilmaktadir. Kaynayan ¢oziicliden olusan buharlar kondansatore
hareket ederek buharlasir ve Ornegin iizerine damlayarak Ornegi 1slatmaktadir.
Ekstraksiyon bdlmesindeki ¢oziiciiniin seviyesi sifonun istiine ulastiginda Ornek
bolmesi bosalarak ¢oziicii sisesine akmaktadir. Her seferinde ekstre edilen materyaller

sisede kalirken temiz ¢dziicii bu sirkiilasyona devam etmektedir (Biiyiiktuncel, 2012).

Su Ckist

Yogusturucu

Su Girisi

Stvi Akis Borusu

Kartus Hazmesi

Coziici Sisesi

Isitma Sistemi

Is1 Avar Diigmesi

Sekil 2. 2 Soxhlet Ekstraktorii

Soxhlet ekstraksiyonunun cazip avantajlar1 bulunmaktadir. Sohxhlet ekstraksiyonunda
Oornegin siirekli taze c¢oOziicliyle temas etmesi, Ornekten daha fazla ekstrakt

uzaklagstirilmasini saglamaktadir. Ayrica 6ziitleme isleminden sonra filtrasyona ihtiyag
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olmamaktadir. Az wugras ve diisik maliyetli basit ekipmanlar kullanilarak
uygulanmaktadir (Luque-Garcia ve de Castro, 2004; de Castro ve Priego-Capote, 2010;
Biiytiktuncel, 2012).

Soxhlet ekstraksiyonu kullanilirken ortaya ¢ikan en onemli problem 6rnek bdlmesinin
temizliginden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kullanmadan 6nce temiz bir ¢oziicii ile
ekstrakte edilerek temizlenmelidir. Bunun yaninda bazi dezavantajlarida mevcuttur.
Ekstraksiyon i¢in uzun zaman gerekmekte ve fazla miktarda organik ¢oziicli
kullanilmaktadir. Kullanilan bu ¢6ziicii ¢evresel bir problem olusturmakta ve zararsiz
hale getirilmesi pahali olmaktadir. Soxhlet yontemi ¢oziiclinlin seciciligi ile smirl
kalmaktadir (de Castro ve Garcia-Ayuso, 1998; de Castro ve Priego-Capote, 2010;
Biiyiiktuncel, 2012).

2.3.3.2. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Cogunlukla bir sivida bulunan istenmeyen maddeleri arindirmak veya siviyr saf hale
getirmek amaciyla yapilmaktadir. Bu islemde birbiriyle karismayan iki veya daha fazla
stvi kullanilmaktadir (Baser, 2010; Ignat ve ark., 2011). Uzun yillardir kullanilmasina
ragmen bazi1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Fazla miktarda ¢oziicii kullanilmasi, gerekli
saflikta ekstrakt elde edilmemesi, c¢oziicii olarak kullanilan sivinin yeterince
uzaklastirilamamasi, emiilsiyon faz olusmasi ve miktarsal sonuglarin elde edilememesi

gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

2.3.4. Sivilastirilmis Gazlarla Ekstraksiyon

Gazlarla ekstraksiyon endiistriyel uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir ve sik olarak
kullanilmaktadir. Gazlarin sahip oldugu difiizyon 6zelligi nedeniyle tercih edilmektedir.
Atmosferik basing altinda gaz halinde bulunan ¢oziiciiler sikistirilip sivi hale getirilerek
uygulanmaktadir. Ekstraksiyon islemi sonunda da tekrar gaz haline gelerek ortamdan
kolayca uzaklastirilmaktadir Bu 6zellik sivi ¢6ziiciilerin kullanimiyla son iiriin olarak

ortaya ¢ikan ¢oziicii atiklari gibi tehlikeli faktorlerin olusumunu engellemektedir (Baser,
2010).
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2.3.5. Siiperkritik Akiskanlarla Ekstraksiyon (SAE- Supercritical Fluid Extraction,
SFE)

Son yillarda gerek c¢evresel gerekse saglik agisindan, dogal iiriinlerin organik
coziiciilerle iglenmesi istenmeyen bir durum haline gelmistir. Bu nedenle geleneksel
¢oOziicii ekstraksiyonuna alternatif olarak siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyona her

gegen giin ilgi artmaktadir (Kilig, 2008; Rai ve ark., 2015).

Stiperkritik akiskan kendi kritik sicakligr ve kendi kritik basinci iizerinde sicaklik ve
basing uygulanan bir element, madde ya da karisim olarak tanimlanmaktadir (Baser,
2010; Biiyiiktuncel, 2012). Siiperkritik akiskan, bir maddenin gaz ve sivi arasindaki bir
ara formunu gostermektedir (Biyiiktuncel, 2012; Kaya ve Ergoniil, 2015). Coziiciiler
siiper kritik kosullarda hem gazin hem de sivinin 6zelligini aym1 anda tagimaktadir
(Baser, 2010). Siiperkritik akiskanin diisiik basing ve yiiksek sicaklik altinda yogunlugu
azalmakta ve gazlarda bulunan diisiik vizikosite, sifir ylizey gerilimi ve yiiksek difiizyon
hiz1 6zelliklerini gostermektedir (Baser, 2010; Biiyiiktuncel, 2012). Ayn1 sekilde yiliksek
basing ve diisiik sicaklik altinda yogunlugu artmakta ve sivilarda bulunan yiiksek ¢6zme

giicline sahip olmaktadir (Kili¢, 2008; Baser, 2010; Biiyiiktuncel, 2012).

Stiperkritik akigkanlarin yiizey gerilimi olmadig1 i¢in ¢6zme 6zellikleri sivi ¢oziiciilere
benzerken, maddeye niifus etme 6zellikleri yiiksek basingtaki bir gaz gibi olmaktadir.
Basing ve sicakliga bagl olarak ¢ozme giicii degismektedir. Yiiksek sicaklik ve diistik
basing altinda ¢6zme giicii azalirken, yliksek basing altinda artig gostermektedir (Baser,
2010). Ayrica siiperkritik akiskanlarin ¢d6zme giici genel olarak yogunluklarinin
artmasiyla saglanmaktadir (Baser, 2010; Biiyiiktuncel, 2012). Eger ¢6zme giicii yeterli
degilse belirli oranda polar ¢oziicii ilave edilerek ¢ozme giicii arttirilmaktadir (Baser,
2010). SAE’de basing, sicaklik ve akig hizinin Kontrolinii saglayan bir cihazla
stiperkritik akigkan tiretimi saglanmaktadir. Ekstrakt ya kati-faz tuzaginda (trap) ya da
uygun bir ¢oziicii i¢inde toplanmaktadir. Ekstraksiyon islemi 10-20 mL ¢oziicii ile 20-

60 dakika arasinda bir siirede gerceklesmektedir (Biiyiiktuncel, 2012).

SAE’de organik c¢oziiciiler yerine siiperkritik sivi Ozelligi gosteren ¢oziiciiler
kullanilmaktadir (Kilig, 2008). Siiperkritik 6zelligi sayesinde etken madde secici olarak
elde edilmektedir (Baser, 2010; Biiyiikktuncel, 2012; Kaya ve Ergonil, 2015).

Genellikle, diisiik kritik sicaklik ve basinca sahip oldugu, toksik olmamasi, alev
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almamasi, apolar olmasi, ucuz olmasi ve daha yiliksek ekstraksiyon orani saglamasi
nedeniyle siiperkritik akiskan olarak karbondioksit (Kritik kosullart = 30.9°C ve 73.8
bar) yaygin olarak kullanilmaktadir (Ignat ve ark., 2011; Biiyiiktuncel, 2012; Rai ve
ark., 2016).

Geleneksel yontemlere gore ekstraksiyon zamaninin kisa olmasi ve organik ¢oziiciilerin
az kullanilmasi, siiper kritik sivilarin ytiksek kiitle transferi 6zelligi gostermesi, kiiciik
bir sicaklik ve basing degisiminde verimin artmasi avantaj saglamaktadir (Ignat ve ark.,
2011; Biiyiiktuncel, 2012; Rai ve ark., 2014). Bazi ¢alismalar 20-60 dakikalik SAE’de
elde edilen geri kazanimin birka¢ saatlik soxhlet ekstraksiyonundan daha yiiksek
oldugunu gostermektedir (Biiyiiktuncel, 2012).

2.3.6. Diger Ekstraksiyon Yontemleri

2.3.6.1. Kati1 Faz Mikro Ekstraksiyon (KFME-Solid Phase Microextraction,

SPME)

Analitik metodlar genellikle 6rnek toplama, hazirlama, ayrigtirma, tespit ve sonuglari
yorumlama basamaklarindan olusmaktadir. Yapilan c¢aligmalar 6rnek toplama ve
hazirlamanin analiz siiresinin %80’ini olusturdugunu gostermektedir (Kilig, 2008;
Cellat, 2011). Pawliszyn ve arkadaglari tarafindan 1989 yilinda bulunan kati-faz
mikroekstraksiyon (KFME) yontemi ile Ornek hazirlanmasi, ekstraksiyon ve
yogunlastirma c¢oziicli bulunmayan tek bir asamada birlestirilmektedir (Kilig, 2008;
Cellat, 2011; Kaya ve Ergoniil, 2015). Coziiclisliz bir yontem oldugu icin ¢evre dostu
olarak kabul edilmektedir (Baser, 2010).

Kati faz mikro ekstraksiyon metodu ¢evre arastirmalari, koku ve parflimeri
arastirmalarinda uygulanmaktadir (Baser, 2010). Cevresel, biyolojik ve gida
orneklerinin  yapisinda bulunan yar1 ugucu ve ugucu organik bilesiklerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Alver ve ark., 2012; Kaya ve
Ergoniil, 2015). Ornek olarak, suda bulunan ugucu organik bilesiklerin, fenollerin,
pestisitlerin ve poliaromatik hidrokarbonlarin belirlenmesinde kullanilmistir (Alver ve

ark., 2012).

KFME ekstraksiyon isleminin siiresi 1-20 dakika arasinda degismektedir (Kilig, 2008;
Cellat, 2011). KFME’nin diger klasik yontemlere gore avantaji, hizl, basit, diisiik
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maliyetli, ¢ozlici kullanilmadan ekstraksiyon isleminin yapilmasi (Kafkas ve ark.,
2005; Kilig, 2008; Alver ve ark., 2012; Cellat, 2011), temiz ve konsantre ekstrakt elde
edilebilmesidir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Enjektér bigiminde tasarlanan sekli
uygulama agisindan kolaylik saglamaktadir (Baser, 2010). Kafkas ve ark., (2005)
yaptiklar1 calismada KFME ile sivi-sivi ekstraksiyon teknigini karsilastirmigtir. Ug
farkli c¢ilek c¢esidi denenmistir. Aragtirma sonunda kullanilan ekstraksiyon yontemine
gore aroma profilinin farklilik gosterdigi saptanmistir. KFME’de 32 tane cilek esteri
belirlenirken, sivi-sivi yonteminde 10 ester belirlenmistir. Bu nedenle KFME ¢ilek

esterlerini saptamada daha faydali bulunmustur.

2.3.6.2. Mikrodalga Destekli Ektrasksiyon (MDE-Microwave-Assisted Extraction,
MAE)

Mikrodalga teknolojisi ikinci diinya savasindan beri kullanilmaktadir (Cellat, 2011). ilk
defa 1980’1 yillarin sonlarinda ev sistemlerinin kullanilmastyla uygulanmistir (Camel,
2000). Yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalar (300-300000 MHz) mikrodalga
olarak adlandirilmaktadir (Biyliktuncel, 2012). Mikrodalga destekli ekstraksiyon,
ekstraksiyon i¢in gereken 1s1 enerjisinin mikrodalga enerjisiyle saglandigi,
mikrodalgaya duyarli ¢oOziiciler kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemini
tanimlamaktadir (Baser, 2010). Bu yontemde, klasik temas yoluyla 1s1 iletim
sistemlerinden farkli olarak mikrodalgalarin etkisiyle ayn1 anda O6rnegin tamamini
isitmak  miimkiindiir (Camel, 2000; Kilig, 2008; Cellat, 2011). Mikrodalga
ekstraksiyonu bitkilerde bulunan polifenoller ve lignanlarin ayrigtirllmasinda
kullanilmaktadir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Hizli, basit ve diisiik maliyetli bir
ekstraksiyon teknigi oldugu kanitlanmistir (Wu ve ark., 2015)

Coziiclinlin igerigi, bitkisel materyal ve uygulanan mikrodalga giiciine bagli olarak
mikrodalga enerjisinin etkinligi degismektedir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Ekstraksiyon
isleminin gerceklesmesi i¢in aranan en Onemli Ozellik, kullanilacak ¢oziiciiniin
mikrodalga enerjiyi alabilmesidir (Baser, 2010; Biiyiiktuncel, 2012). Bu nedenle
mikrodalga enerjiyi absorblayan polar c¢oziicliler kullanilmaktadir. Eger apolar
coziiciiler kullanilarak yapilmak istenirse, ¢oziiciiniin bulundugu kabin i¢ine mikrodalga
enerjiyi absorbe etme Ozelligi olan maddelerle kaplanmig karigtiricilar konarak

karistirma ve 1s1 transferi saglanmaktadir (Baser, 2010).
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon agik kap sistemi ve kapali kap sistemi olarak ikiye
ayrilmaktadir (Camel, 2000; Kilig, 2008; Cellat, 2011). A¢ik kap sistemi, agik kap
icinde atmosferik basing altinda uygulanmaktadir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). A¢ik kap
sisteminde uygulanan sicaklik c¢oziiciiniin atmosferik basing altindaki kaynama
noktastyla siirlidir (Camel, 2000; Biiyiiktuncel, 2012). Kapali kap sistemi ise basing ve
sicakligin kontrol edilebildigi kapali kaplar i¢inde geceklesmektedir (Kilig, 2008;
Cellat, 2011). Bu durum basincin artmasini ve ¢oziiciiniin kaynama noktasindan daha
yiiksek sicakliklara kadar 1sitilmasini saglamaktadir (Biiyiiktuncel, 2012). Kapali kap
sisteminde ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan ¢6ziicii miktarinin az, ekstre edilebilen
numune sayisinin fazla ve ekstraksiyonun siiresinin daha kisa olmasi avantaj
saglamaktadir (Camel, 2000; Eskilsson ve Bjorklund, 2000; Kilig, 2008; Cellat, 2011;
Kaya ve Ergoniil, 2015). Ayrica ugucu bilesikleri elde etmek i¢in kapali kap sistemi en
uygun yontem olarak goriinmektedir. Ucgucu analitlerin kaybimni dnlemek icin kapak
acillmadan once oda sicakligina kadar sogutulmasi gerekmektedir (Saim ve ark. 1997;
Biiyiiktuncel, 2012; Wu ve ark., 2015).

Pan ve ark. (2003) yesil ¢ay yapraklarindan polifenol bilesiklerin elde edilmesinde
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile ultrasonik ve soxhlet ekstraksiyonunu
karsilagtirmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonun diger yontemlere gore yliksek
verimli, yliksek ekstraksiyon segiciligine sahip, daha az zaman ve daha az emek
gerektiren bir yontem oldugu saptanmistir. Gida endiistrisi ve tip alaninda diger

ekstraksiyon yontemlerine gore hizli, glivenli ve ¢evre dostu oldugu belirtilmistir.

2.3.6.3. Sikistirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (SCE-Pressurised Solvent Extraction,
PSE)

Sikistirllmig ¢6ziicii ekstraksiyonu, klasik ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak
gelistirilmistir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Yontemin etkisini arttirmak icin yiiksek
sicaklik ve basingta organik coziiciiler kullanilmaktadir. Yiiksek basing, ¢oziiciiniin s1vi
halde kalmasini ve deney materyalinin i¢ine iyice niifuz etmesini saglamaktadir (Kilig,
2008; Cellat, 2011; Biiyiiktuncel, 2012). Yiiksek sicaklik ise, ekstraksiyon kinetigini
hizlandirmaktadir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Sicakligin artmasiyla, sivi ¢dziiciiniin
vizikositesi azalarak partikiillerin i¢ine daha kolay girmekte ve ekstraksiyon verimi

artmaktadir (Blyiiktuncel, 2012). Bu o6zellikler sayesinde giivenli ve hizli bir sekilde
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ekstraksiyon islemi gerceklesmektedir (Kilig, 2008; Cellat, 2011). Bu yontem her
zaman en yiiksek verimle sonuglanmamaktadir. Bazen yiiksek sicaklik ve basing bozucu

etki yaparak ekstraksiyon verimini etkileyebilmektedir (Biiytiktuncel, 2012).

2.3.6.4. Ultrasonik Enerji Destekli Ekstraksiyon (UEDE-Sonication-Assisted
Liquid Extraction, SAE)

Bu yontemde, 6rnege 20 KHz tstiinde frekanslarla akustik titresimler uygulanmaktadir
(Biiytiktuncel, 2012). Ultrasonik enerji hiicre duvari tizerine mekanik olarak gerilim
uygulayarak hiicre i¢indeki madde transferini kolaylastirmaktadir. Ultrasonik enerji
destekli ekstraksiyon kati madde icindeki sivinin elde edilmesi amaciyla
uygulanmaktadir. Ultrasonik enerji sayesinde hiicre duvarlar1 kolaylikla yikilmaktadir.
Buna bagli olarak madde transferi hizlandig1 i¢in ekstraksiyon islemi daha verimli ve

kisa siirede gerceklesmektedir (Baser, 2010).

Ultrasonik  enerji  destekli  ekstraksiyon  kati-sivi  ekstraksiyonu  seklinde
gerceklesmektedir (Baser, 2010). Akustik titresimlerin sivinin i¢inden gecerken
olusturdugu kavitasyon (bosluk olusumu) sivi ortamda kabarcik iiretir ve kati
maddelerin sarsilarak partikiillerin kopmasini saglamaktadir (Biiyiiktuncel, 2012).
Ultrasonik enerji ile parcacik boyutunda mekanik olarak olusan kiiclilme ¢oziici ile
materyal arasindaki temas yiizeyini arttirmaktadir. Bu etkisi sayesinde ¢oziiciliniin hiicre
icine diflizyonunu ve ekstraksiyon veriminin artisint saglamaktadir (Baser, 2010;

Biiyiiktuncel, 2012).

Ultrason enerjisi ile kullanilan ¢6ziicii miktar1 ve islem siiresi kisaltilmaktadir. Daha
diisiik  sicakliklarda madde yapisina hasar vermeden ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmektedir (Wu ve ark., 2001). Ultrasonik enerji ekstraksiyonunun etkin,
emniyetli, glivenilir, basit ve kolay uygulanabilmesi yaygin olarak kullanilmasini
saglamistir (Baser, 2010). Ultrasonik banyo en sik kullanilan ve en ucuz ultrasonik
radyasyon kaynagi olarak bilinmektedir (Biiyiiktuncel, 2012). Ultrasonik destekli
ekstraksiyon gida sanayisinde verim arttirmak, mikrobiyal ve enzim inaktivasyonu
amaclariyla kullanilmaktadir (Baser, 2010). Wu ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada
Panax ginseng (Kore ve Cin ginseng) ve P. quinquefolium (Amerikan ginsengi)
bitkilerini kullanarak ultrasonik enerji destekli ekstraksiyon ve soxhlet ekstraksiyon

verimini kargilagtirmiglardir. Bu arastirmaya gore, 2 saatlik ultrasonik ekstraksiyon
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veriminin 8 saatlik soxhlet ekstraksiyon veriminden daha yiiksek oldugu saptanmistir.
Ayrica ekstraksiyon hizinin soxhlet ekstraksiyon hizindan yaklasik 3 kat daha fazla

oldugu belirlenmistir.

2.3.6.5. Elektrik Akimh Ekstraksiyon

Elektrik enerjisi kullanilarak elektriksel ve manyetik alan olusturulmakta ve bu sayede
ekstraksiyon veriminin artmas: saglanmaktadir. Ortaya ¢ikan elektriksel ve manyetik
alan s1v1 ortamdaki madde iyon etkilesimini olumlu yonde etkileyerek madde transferini
kolaylastirmaktadir. Bu yontem bitkisel hammaddelerden alkaloit elde etmek igin

kullanilmistir (Baser, 2010).

2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde, diisik dozlarda bile bakteri, virlis, mantar gibi
mikroorganizmalarin gelisimini Onleyen, biyolojik koékenli sekonder metabolitlerdir
(Yilmaz ve Beyatli, 2003; Altas, 2009; Topal, 2013). Antimikrobiyaller, Pasteur ve
Joubert tarafindan bir bakterinin diger bakteri ilizerinde iiremeyi engelleyen etkisi
gozlemlenerek kesfedilmistir. Ancak iiremenin durma nedeninin diger bakterinin
sentezledigi  antibiyotikten  kaynaklandigi  bilinmemekteydi  (Altas, 2009).
Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma {iremesini engelleyen mikrobiyostatik;
mikroorganizmanin Slmesine neden olan mikrobisit gibi maddeler olabilmektedir
(Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013).

Antibiyotik, sadece tek bir mikroorganizma tarafindan sentezlenen ve bakterilerin
iremesini  engelleyen veya  Oldiiren maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Antimikrobiyaller yalnizca antibiyotiklerden olusmamaktadir. Antimikrobiyaller
arasinda sentetik olarak olusturulan ve antibiyotiklere benzer ozellik gosteren
kemoterapotik maddelerde bulunmaktadir (Altas, 2009; Topal, 2013). Kemoterapotik
maddeler, insanlarin ve hayvanlarin enfeksiyon hastaliklarindan korunmasi ve

tedavisinde kullanilmaktadir (Topal, 2013).

Antimikrobiyal maddelerin sahip olmasi1 gereken en onemli 6zellik secici toksisitedir
(Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013). Segici toksisite; antimikrobik maddenin konaga zarar
vermeyip sadece hastalik yapan mikroorganizma iizerinde, diisiik konsantrasyonda bile

etki gostermesidir (Aksit, 1993; Topal, 2013). Boyle bir etki olusmasi igin,
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antimikrobiyal maddenin memeli hiicrelerini degil mikroorganizma hiicrelerini hedef
almas1 gerekmektedir. Bakteriler prokaryot, memeliler 6karyot oldugu icin prokaryot
hiicrelerde spesifik olarak bulunan molekiilleri hedef alan antimikrobiyal maddeler

yiiksek oranda segici toksisite dzelligi gostermektedir (Topal, 2013).

Antimikrobiyal maddeler dar ya da genis spekturumlu olarak tanimlanmaktadir. Bu
tanimlama etki gosterdikleri mikroorganizma cins sayisinin az ya da ¢ok olusuna gore
yapilmaktadir (Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013). Tedavide en ideal olan antimikrobiyal
madde, dar spekturumlu olup etkisini enfeksiyon etkeni olan mikroorganizma tizerinde
gosterendir. Genis spekturumlu antimikrobiyal maddeler ise normal flora olarak
adlandirilan, konagin bagisiklik sisteminde goérev alan ve ekolojik dengeyi saglayan
mikroorganizma yapisint bozmaktadir. Ancak tek bir patojene bagli olmayan
enfeksiyonlarda ya da laboratuvar sonuglarinin beklenemeyecegi acil vakalarda genis

spekturumlu antimikrobiyaller kullanilmaktadir (Topal, 2013).

Antimikrobik maddeler, mikroorganizmalarin ¢esitli yap1 ve islevleri lizerine bes farkl
yoldan etki etmektedir (Aksit, 1993; Van Boxtel, 2007; Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013);

- Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu

- Stoplazma zarinin islev ve yapisinin bozulmasi

- Protein sentezinin inhibisyonu

- Niikleik asit sentez ve islevinin bozulmasi

- Kimyasal yapilarindaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi

Antibiyotik ve kemoterapdtikler mikroorganizmalara bagli gelisen hastaliklarla
miicadelede onemli bir yere sahip olmasina ragmen kullanirken dikkat edilmelidir. Bu
maddelerin bilingsiz ve gereginden fazla kullanilmasi sonucunda; sekonder
enfeksiyonlar olusabilmekte, mikroorganizma suslar1 antibiyotik ve kemoterapdotiklere
kars1 direng gelistirebilmekte ve enfeksiyonlarin tedavisinde etki gdstermemektedir
(Topal, 2013). Antimikrobiyal maddelere karsi gelisen direng her gegen giin ciddi bir
sorun haline gelmektedir (Hussain, 2011; Topal, 2013). Diren¢ gelismesine neden olan
baslica etken antimikrobiyallerin irrasyonel kullanimidir. Ornegin, kiimes hayvanlarinda
et iretimini arttirmak i¢in antibiyotiklerin kullanilmasi, hekim bilgisi diginda antibiyotik
alinmas1 ya da hastanelerde tedavi i¢in yogun sekilde antibiyotik uygulanmasi gibi
faktorler direncli mikroorganizmalarin meydana gelmesine ve hizla yayilmasina neden

olmaktadir (Ozgiimiis, 2010). Yeni ilaclar bakterilerin diren¢ mekanizmalarina dikkat
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edilerek gelistirilse de kisa siire iginde bakteriler bu ilaglara da direng kazanabilmektedir
(Topal, 2013).

Mikroorganizmalarin  antimikrobiyallere kars1i gosterdigi direng mekanizmalar

asagidaki gibi gruplanabilmektedir (Aksit, 1993; Ozgiimiis, 2010);

- Mikroorganizmanin kendine etki gosteren ilaglar1 parcalamak i¢in enzim
sentezlemesi

- Mikroorganizmanin kendi stoplazma zarmin gegirgenligini degistirerek
antibiyotigin hiicre i¢ine girigini engellemesi

- Mikroorganizmanin ilacin etkiledigi bolgedeki yap1 enzimlerini degistirmesi

- Antibiyotigin aktif olarak hiicre i¢inden digar1 atilmasi

- Mikroorganizmanin ilagtan etkilenmeyen yeni bir metabolik yol gelistirmesi

Antimikrobik maddeler 17. yiizyildan beri enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Aksit, 1993). Modern kemoterapinin yani kimyasal maddelerle
tedavinin temelleri Paul Ehrlich tarafindan 20. yiizyilda atilmistir (Aksit, 1993;
Ozgiimiis, 2010). Alexander Fleming’in 1929 yilinda penisilini kesfetmesi (Ozgiimiis,
2010; Topal, 2013), Ernst Chain ve Howard Florey’in 1940 yilinda penisilini
kullanilabilir hale getirmeleri enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yeni bir donem
baslatmistir (Ozgiimiis, 2010). 1943 yilinda ilag¢ firmalar1 tarafindan Kitleler halinde
uretilen penisilin, enfeksiyon hastaliklarinda etkili bir tedavi saglamis ancak 1947
yilimin baglarinda direngli mikroorganizma suslart meydana gelmistir (Topal, 2013).
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde penisilinin ve diger antibiyotiklerin gosterdigi
basar1 gereksiz ve yaygin olarak kullanima neden olmustur. Buna bagli olarak
giiniimiizde ‘antibiyotik direngli bakterilerle gelisen enfeksiyonlar’ tiim diinyada dnemli
bir sorun haline gelmistir (Yilmaz ve Beyatli, 2003; Topal, 2013). Son yillarda, dnceki
yillarda kullanilan antibakteriyel ve antifungal ilaclara karsi ikili direng¢ gelistiren ¢ok
sayida mikroorganizma kilinik olarak izole edilmistir. Bu mikroorganizmalarla tek
yonlii etki gosteren antibiyotiklerin miicadelesinin zor olacag saptanmistir (Yilmaz ve

Beyatli, 2003).

Patojen bir bakterinin birden fazla antibiyotige direng gelistirmesi nedeniyle enfeksiyon
hastaliklarint ~ 6nlemek, direng¢ sorununu engellemek, gilinlimiizde kullanilan

antimikrobiyallerin yan etkilerini ve sentetik ilaglarin yiiksek maliyetini azaltmak igin
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yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasi gerekmektedir (Hussain, 2011; Topal,
2013). Antibiyotik kullanimina bagli ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle antimikrobiyal
Ozelligi olan bitkilere ilgi yeniden artmaktadir (Emori ve Gaynes 1993; Topal, 2013).
Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesenler, giliniimiizde kullanilan antimikrobiyal
ajanlardan farkli mekanizmalarla bakteri gelisimi engelleyebilmekte ve direngli suslara

bagli hastaliklarin tedavisinde basarili sonuglar saglayabilmektedir (Topal, 2013).

Benli ve Yigit (2005) yaptiklar1 ¢alismada aseton, dimetilsiilfoksit (DMSO), etil asetat,
kloroform, etanol, metanol, distile su ve %5’lik Tween karisimi gibi farkli ¢oziiciilerle
kekik (Thymus wvulgaris) bitkisinin  ekstraktlarin1  hazirlamis ve 14  farkh
mikroorganizma {izerindeki antimikrobiyal Ozelliklerini disk diflizyon metodu
kullanarak arastirmiglardir. Arastirma sonucunda en fazla inhibisyon zonu 13 mm ile

metanol ¢ozeltisinde olusmustur.

Burt ve Reinders (2003) defne, karanfil tomurcugu, keklikotu ve kekik bitkisinin iki
varyetesinin Escherichia coli {izerindeki antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir.
Antimikrobiyal aktivite belirlemede disk difiizyon metodu kullanilmigtir. Kullanilan
bitkiler arasinda kekigin iki varyetesinin de giiclii antibakteriyel etkiye sahip oldugu

saptanmistir.

Ertas ve ark. (2012), Dogu Anadolu Bolgesinde (Van-Hakkari) tibbi amaglarla
kullanilan Ferrula haussknechtii Wolff. Ex. Rech. f. ve Tanacetum balsamita L. subsp.
balsamitoides (Schultz Bip.) Grierson. bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini
arastirmiglardir. Bitki ekstraktlarini hazirlamak igin Kkloroform, etanol ve metanol
coziicliler1 kullanilmistir. Disk difiizyon metodu kullanilarak 7 farkli mikroorganizma
tizerinde antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Ferrula haussknechtii Wolff. Ex. Rech.
f. bitkisi tim test mikroorganizmalarinin tamaminin biiyiimesini engellerken,
Tanacetum balsamita L. subsp. balsamitoides (Schultz Bip.) Grierson bitkisi 6zellikle
Salmonella typhinium ve Bacillus substilis test organizmalarinin biiyiimesini
engellemistir. Metanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarin digerlerine gore daha fazla

antimikrobiyal etki gdsterdigi saptanmaigtir.

Machado ve ark. (2003), Brezilya’da bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilan 14
tibbi bitki ekstraktini, S.aureus ATCC 29213 (MSSA) ve ATCC 33591 (MRSA)

tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden incelemislerdir. Aragtirma sonunda, P.
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granatum'un test edilen tiim S. aureus suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi

saptanmigtir.

Diilger ve ark. (2002) tarafinda Urfa (Siverek) bolgesinde gesitli hastaliklara karsi halk
arasinda kullanilan Vitex agnuscastus L. bitkisinin Gram(+), Gram(-) bakteriler ve
mayalar tizerinde antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Bitki kloroform, aseton, etil asetat
ve etanol ¢oziiciileri ile ekstrakte edilmistir. Aseton ekstresi Mycobacterium smegmatis,
kloroform ekstresi Micrococcus roseus, etil asetat ekstresi Micrococcus luteus ve
Micrococcus roseus, etanol ekstresi Micrococcus luteus tizerinde en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. Kullanilan ¢oziiciiye bagli olarak antimikrobiyal

aktivitenin degistigi saptanmistir.

Rifai ve ark. (2005) tarafindan Fas’ta toplanan deniz siingerinin (Phylum porifera) 4
bakteri (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarum)
ve 5 mantar (Candida albicans, Candida tropicalis R, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger) tiiriine karsi, disk diflizyon metoduyla
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmigtir. Siingerler aseton ile homojenlestirilerek
stiziilmustiir. Daha sonra kloroform kullanilarak ekstreler elde edilmistir. Kullanilan
deniz siingerleri test edilen mikroorganizmalarin en az birine karst antimikrobiyal etki
gostermistir. %50 oraninda antibakteriyel etki, %20 oraninda antifungal etki

saptanmuistir.

Ertiirck ve Demirbag (2003) tarafindan, kurutulup kokleri sebze olarak tiiketilen
Scorzonare mollis Bieb (Compositae) bitkisinin kok ve govde kismimin antimikrobiyal
ve antifungal aktivitesi arastirilmistir. Ekstraksiyon islemi sirasinda farkli bir metod
kullanilmistir. Blendirda pargalanan 50 g 6rnegin ilizerine ¢oziicii (aseton, etil asetat,
kloroform, etanol, metanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve %5'lik tween 20 karisimi Su)
eklenerek 5-6 dakika karistirilmistir. Hazirlanan karigim 24 saat boyunca dolapta
bekletilip filtreden gecirilmistir. Cozgenler rotary ile ugurulmus ve 6ziit elde edilmistir.
Elde edilen 6ziit disk diflizyon metodu kullanilarak Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Proteus
vulgaris bakteri kiiltiirlerine ve Candida albicans maya kiiltiiriine karsi denenmistir.
Sonug olarak ekstrelerin farkli oranlarda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

saptanmistir. Arastirmada ayni ¢oziiciiler kullanilmasina ragmen yaprak ekstresi kok
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ekstresine gore daha fazla antimikrobiyal etki gdstermistir. Kok ve yaprak kisimlarinin

farkli etken maddeler icerdigi i¢in farkli antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmektedir.

Oskay ve ark. (2007) beyaz ¢iris, yalanci giris, ¢iris otu gibi isimlerle anilan Asphodelus
aestivus (Liliaceae) bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in ¢ukur ve disk
difiizyon metodunu karsilastirmistir. Bu bitkinin hemoroid ve sackiran gibi hastaliklarda
kullanildig1 belirtilmektedir. Ekstraksiyon isleminde ¢oziicii olarak %96'lik etil alkol ve
n-biitanol kullanilmistir. Ayni ¢6ziicii kullanilmasina ragmen ¢ukur difiizyon inhibisyon
zonu ortalamalari, disk diflizyon inhibisyon zonu ortalamalarindan biraz daha ytiksek

bulunmustur.

Kirbag ve Zengin (2006), Elaz1g yoresinde tibbi amaglarla kullanilan bazi bitkilerin
antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonunda, bazi ekstraktlarin test
edilen mikroorganizmalarin  gelismelerini  degisik oranlarda  engellediklerini

saptamiglardir.

Yigit ve ark. (2009) ceviz yesil kabuklar1 ve yapraklarinin antimikrobiyal aktivitesini
arastirmistir. Cozilicii olarak su ve metanol kullanilmistir. Kan, idrar, yara, kulak
sliriintiisii, bogaz ve agiz Orneklerinden izole edilen 299 sus test mikroorganizmasi
olarak kullanilmistir. Disk difiizyon yontemi ile ceviz (Juglans regia L.) yesil kabuk ve
yaprak ekstreleri S.aureus, S.epidermidis, P.aeruginosa, C.albicans, C.glabrata,
C.tropicalis ve C.kefyr tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Metanol ile
hazirlanan ekstrelerin  antimikrobiyal aktivitesi su ekstrelerinden fazla olarak

saptanmuistir.

Erdogmus ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Konya ilinde endemik olarak
yetisen Sartoria hedysaroides bitkisinin antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir. Aseton,
etanol ve metanol ekstrelerinin {i¢ farkli konsantrasyonu (50, 100, 150 pg/plak)
hazirlanmistir. Ekstreler Escherichia coli, Enterecoccus fecalis, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae ve Yersinia enterecolitica iizerinde test
edilmistir. Calisma sonunda ekstreler test edilen mikroorganizmalara farkli oranlarda
antimikrobiyal aktivite gostermis ve konsantrasyon arttikca antimikrobiyal aktivite de

artis goriilmustiir.
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2.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, belirlenen bir bakteri tiiriiniin bir antimikrobiyal ajana
karst duyarliligmmi saptamak amaciyla in vitro kosullarda uygulanan testlerdir
(Kaygusuz, 2013). Antibiyotik duyarlilik testi, antibiyotik rezistans testi ya da
antibiyogram olarak adlandirilmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarinin en etkili tedavisi i¢in
uygun antibiyotik segilmesini saglamaktadir (Anonim, 2013). ilk antibiyotik duyarlilik
deneyini, Fleming (1929) gelistirdigi yontemle uygulamistir. Bu yontemde; agar
besiyeri bulunan petri kutusunun kenara yakin yerinden dik olarak keserek serit halinde
disar1 almistir. Kif Ozeti igeren besiyeri acilan bosluga yerlestirilmistir. Yayma
yontemiyle farkli bakteri kiiltlirleri bosluga dik bir agiyla ekilmektedir (Sekil 2.3).
Inokulasyon sonunda bakteri kiiltiirlerinin iireme ve inhibisyon alanlar1 gdzlemlenerek
duyarliligr degerlendirilmektedir. Antibiyotik emdirilen siizge¢ kagitlarin kullanimi ise

Foster ve Woodruff tarafindan 6nerilmistir (Topal, 2013).

B. cOLI
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Sekil 2. 3 Fleming tarafindan uygulanan antibiyotik duyarlilik deneyi (Fleming, 1929)

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, hastalarin tedavilerine yol gostermek, ampirik tedavi
icin alt yap1 olusturmak, epidemiyolojik degisimi degerlendirmek, yeni antimikrobiyal
ilaclarin etkilerini degerlendirmek, antimikrobiyal ajanlara karsi olusan yeni direngleri
saptamak ve diren¢ nedeniyle ortaya c¢ikabilecek tedavideki basarisizliklart en aza

indirmek, yeni ilaglar1 gelistirmek i¢in uygulanmaktadir (Stimerkan, 2009).
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Kullanilan antimikrobiyal duyarlilik testlerinin (Toreci, 1995);

1. Tekrarlanabilir olmas1 gerekmektedir. Ayni giin veya takip eden giinlerde, ayni
sus tizerinde denendiginde ayni veya kabul edilebilir farklilikta zon ¢ap1 ya da
MIK degeri elde edilmelidir.

2. Dogru olmast gerekmektedir. 15 mm zon olusmasi gerekirken yapilan bir¢ok
denemede zon ¢ap1 20 mm olarak 6l¢iilityorsa kendi i¢inde tutarli, tekrarlanabilir
ancak dogru sonug degildir.

3. Yapilan duyarlilik testi sonucu degerlendirilirken, antimikrobiyal maddenin

kullanildiginda ortaya cikabilecek klinik sonuglar 6ngdriilebilir olmalidir.

Ancak bu testler bazen hatali sonuglar vermektedir. Ornegin, bakterilerde var olan
diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle hatali sonuglar olusabilmektedir. Klinik 6rneklerden
elde edilen bakteri ne kadar saf olursa duyarlilik sonucu da o kadar basarili elde
edilmektedir. Ancak yavas ve zor iireyen bakterilerde zaman faktorii 6nemli bir yer
tutmaktadir. Hatali sonuglar ya da direng tespit edilmesinde ge¢ kalinmasi, direncli

suslarin kontrol ve tedavisini zorlastirmaktadir (Kaygusuz, 2013).

Bu testler, kolay uygulanabilen ve standartlar1 6nceden belirlenmis testlerdir (Kaygusuz,
2013). Antibiyotik duyarlilik testleri ile ilgili standartlar Klinik Laboratuvar Standartlar
Enstitiisti (Clinical and Laboratory Standarts Institude, CLSI; onceden NCCLS),
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Avrupa Komitesi (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) veya diger kuruluslar tarafindan belli
zaman araliklariyla gézden gegirilip giincellenerek yayimlanmaktadir (Giir, 1999;
Stimerkan, 2009; Kaygusuz, 2013). Antibiyotiklerin kullanim sikligina bagli olarak
MIK degerleri ve direng ozellikleri iilkelere gore farklilik gosterebilmektedir. Bu
nedenle iilkeler kendi standartlarini gelistirmelidir (Gtilay, 2000). Tirkiye’de ise Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti’nin bir alt grubu olan “Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin
Standardizasyonu (ADTS)” grubu antibiyotik duyarlilik testlerinin standardizasyonu
icin ¢aligmalar yapmaktadir (Gtir, 1999).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, difiizyon ve diliisyon testleri olarak iki temele
dayanmaktadir (Kaygusuz, 2013). Diflizyon testleri, bir ortamda bulunan antimikrobiyal
madde varhigini ya da test edilmek istenen mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
duyarliligin1 belirlemek icin kullanilmaktadir. Bu yontemin temeli, agarli besiyeri

bulunan petri kutularina test mikroorganizmalarinin ekiminin yapilmasi, antibiyotigin
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uygun sekilde besiyerine eklenerek diffiize olmasi (yayilmasi) ve test
mikroorganizmalarinin antibiyotigin diffiize oldugu alanda gelisip gelismedigi esasina
dayanmaktadir. Diflizyon testleri; disk difiizyon ve E-test yontemleridir (Anonim,
2011). Diliisyon testleri ise, belli bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin
tiremesini durdurmak ya da 6ldiirmek igin gerekli olan minimum antimikrobiyal madde
konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanmaktadir (Kaygusuz, 2013). Diliisyon
testlerinde, antimikrobiyal maddenin farkli yogunluktaki konsantrasyonlar1 besiyerine
eklenerek minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) belirlenmektedir (Giir, 1999).
MIK; bir mikroorganizmanm iiremesini engellemek icin gereken en diisiik ilag
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2013). Disk difiizyon metodunun
uygulanamadig1 bazi bakterilerde kullanilabilmektedir. Uygulamasi diger yontemlere
gdre daha pahali ve giictiir ancak MIK degerini verdigi igin tercih edilmektedir (Giir,
1999). Diliisyon testleri; tiip diliisyon ve agar diliisyon yontemleridir (Kaygusuz, 2013).

2.5.1. Disk Difiizyon Yontemi

Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen, uygulamasmin kolay ve maliyetinin diisiik olmas1
nedeniyle en sik kullanilan yontemdir (Kaygusuz, 2013). Antibiyotigin kagit disklere
emdirilip, bakteri ekilen besiyerine difiize olmasi temeline dayanan bir test yontemidir
(Ozgiimiis, 2010; Kaygusuz, 2013). Bu ydntemde, test edilecek mikroorganizma belirli
sayida (0,5 McFarland bulamkliginda= ~1.5x10° KOB/mL) hazirlanarak agar yiizeyine
ekilmektedir (Ozgiimiis, 2010; Kaygusuz, 2013). Yapilan standart c¢alismalarda
cogunlukla Mueller Hinton Agar besiyeri kullanilmaktadir (Anonim, 2013). Kagit
diskler, belirli miktarda antibiyotik emdirilerek ekim yapilan agar plaklar {izerine steril
bir pens yardimiyla yerlestirilmektedir (Giir, 1999; Giilay, 2002; Kaygusuz, 2013).
Inkiibasyon doénemi sonunda antibiyotigin  difiize oldugu alanda duyarh
mikroorganizmalarin iireyemedigi bir alan olusmaktadir (Giilay, 2002; Ozgiimiis, 2010;
Kaygusuz, 2013). Inhibisyon zonu olarak adlandirilan bu alanmin ¢ap &lgiimii
yapilmaktadir (Giir, 1999; Ozgiimiis, 2010; Kaygusuz, 2013). Zon ¢aplart mm olarak
Ol¢iiliip, standart zon tablolarina bakilarak degerlendirilmektedir. Bu degerlendirme
sonucunda mikroorganizmanin duyarlilik durumu belirlenmektedir (Kaygusuz, 2013).
Kagit disk etrafinda inhibisyon zonu olusmamasi test edilen mikroorganizmanin o

antimikrobiyal maddeye kars1 direngli oldugunu gostermektedir (Anonim, 2011).
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Maliyeti diisikk ve istenen mikroorganizma ile calisma esnekligi mevcuttur. Diger
yontemlere gore daha cok denenmis ve standardize edilmis bir yontemdir. Bu
avantajlariin yaninda bazi1 dezavantajlar1 da vardir. Gii¢ iireyen mikroorganizmalarda
hatali sonuglara neden olabilmektedir. Ayrica okumasi ve yorumlanmasi ¢iplak gozle

yapildig1 i¢in hatalara neden olabilmektedir (Giir, 1999; Giilay, 2002).

2.5.2. E-Test Yontemi

E-test yontemi, disk difiizyon ve agar dillisyon testlerinin beraber uygulanmasi esasina
dayanmaktadir (Tungkanat, 1999; Anonim, 2011). Son yillarda gelistirilmis olan E-test
yontemi, difiizyon temeline dayanir ancak kati besiyerinde MIK degeri saptanmasina

olanak saglamaktadir (Giir, 1999; Anonim, 2013; Kaygusuz, 2013).

Bir yiiziinde antibiyotigin farkli konsantrasyonlari, diger yiiziinde rakamlar bulunan
ince plastik seritler (strip) kullanilmaktadir (Giir, 1999; Tunckanat, 1999; Anonim,
2011). Disk difiizyon testindeki gibi 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan
mikroorganizma Mueller Hinton agar yiizeyine ekilmekte ve E-test stripleri agar
yiizeyine yerlestirilmektedir (Giir, 1999; Tungkanat, 1999; Anonim, 2013; Kaygusuz,
2013). 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, E-test striplerinin ¢evresinde olusan
elips seklindeki inhibisyon alanlarinin stripi kestigi noktaya denk gelen antibiyotik
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmektedir (Giir, 1999; Tunckanat, 1999;
Giilay, 2002; Ozgiimiis, 2010; Anonim, 2013).

Ozellikle Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoea
gibi iiremesi gii¢ olan bakteri tiirlerinin MIK degerinin saptanmasinda sik olarak
kullanilmaktadir  (Giilay, 2002). Rutin kullanimda kolay ve pratik olarak
uygulanabilmektedir. Ancak diger test yontemlerine gore maliyeti daha fazla olmaktadir
(Giir, 1999; Tungkanat, 1999).

2.5.3. Tiip Diliisyon Yontemi

Makrodiliisyon ve mikrodiliisyon olarak iki sekilde uygulanmaktadir. Makrodiliisyon
igin test tiipleri, mikrodiliisyon i¢in mikroplate’ler kullanilmaktadir (Kaygusuz, 2013).
Makrodiliisyon yontemi, CLSI Onerileri arasinda bulunan ancak pratik olmadig: igin
yaygin olarak kullanilmayan bir yontemdir (Tungkanat, 1999; Anonim, 2011).

Kullanilacak olan antibiyotik sivi besiyeri kullanilarak seri halde sulandirilmaktadir.
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Seri halindeki tliplerden her birine farkli konsantrasyonda antibiyotik, esit sayida
mikroorganizma igeren siispansiyon ve esit miktarda besiyeri eklenmektedir. Besiyerleri
35°C’de bir gecelik inkiibasyon sonunda bulaniklik yoniinden incelenir. Bakteri
iiremesini engelleyen, gozle goriiniir bulanikligin olmadig tiipteki ilag konsantrasyonu
MIK degeri olarak belirlenir (Kaygusuz, 2013). Clostridium gibi besiyerinin {ist
kisminda yayilan bakterilerin duyarliliklarini1 saptamak i¢in veya test edilecek 6rnek
sayisinin az oldugu durumlarda kullanilmaktadir (Tungkanat, 1999). Mikrodiliisyon
yontemi, kolay uygulanan, pratik ve ekonomik bir yontemdir (Tungkanat, 1999). Bu
yontemde 80, 96 veya daha fazla kuyucugu bulunan ticari olarak gelistirilmis plaklar
kullanilmaktadir (Celik ve Yuvali Celik, 2007). Bu seri kuyucuklarin igerisine belli
miktarda kiiltiir ve farkli diliisyonlar1 hazirlanan antimikrobiyal madde ilave edilerek
etkilestirilmektedir (Tunckanat, 1999; Celik ve Yuvali Celik, 2007). Inkiibasyon
siiresince  olusacak  buharlasma ve buna bagli  antimikrobiyal madde
konsantrasyonundaki artisi engellemek i¢in her ¢ukurda en az 100 uL hacimde sivi
bulunmalidir (Tungkanat, 1999). Inkiibasyon siiresi sonunda {iremenin olup olmamasina
gore antimikrobiyal maddenin etkili oldugu konsantrasyon belirlenmektedir (Celik ve
Yuvali Celik, 2007). Ureme olup olmadigi gozle goriiniir bulamklik tayiniyle
yapilmaktadir. Uremenin olmadign en diisiik konsantrasyon MIK olarak

belirlenmektedir (Tungkanat, 1999; Celik ve Yuvali Celik, 2007).

2.5.4. Agar Diliisyon Yontemi

Tip dilisyondan farkli olarak yogunluklari farkli antibiyotik sulandirimlart 1/10
oraninda agar igine eklenerek petrilere dokiilmektedir. Boylece her petride antibiyotik
konsantrasyonu farkli olmaktadir. Yogunlugu 0,5 McFarland standardina gore
hazirlanan mikroorganizma siispansiyonu 1/10 oraninda sulandirilip, en diisiik ilag
konsantrasyonunun oldugu petriden baslayarak ekilmektedir (Tungkanat, 1999;
Kaygusuz, 2013). Ayrica iireme kontrolii ve kontaminasyon kontrolii i¢in antibiyotik
icermeyen iki petriye daha ekim yapilmaktadir (Tungkanat, 1999). 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra iiremenin olmadig1 agar plaktaki ilag yogunlugu MIK degeri
olarak belirlenmektedir (Kaygusuz, 2013). Uygulamasi zahmetli ve diger test
yontemlerine gore pahali oldugu igin rutin olarak kullanilmamaktadir (Tungkanat,
1999).
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2.6. Antioksidan Aktivite

Oksidan; ortamda beraber bulundugu diger biyokimyasal bilesenleri oksitleme 6zelligi
olan maddelere verilen addir (Tokbas, 2009). Oksidasyon, elektronlarin bir atom ya da
molekiilden ayrilmasi ile olusan yiikseltgenme olayidir (Ariduru ve Arabaci, 2013).
Oksidasyon, lipit igeren gidalarin koku, renk ve tatlarinda veya canli hiicrelerde
oksijenin etkisiyle ortaya ¢ikan istenmeyen degisimlerdir (Cimen, 1999; Tokbas, 2009).
Insan viicudunda ve besinlerde lipidler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler gibi
biyolojik molekiiller bulunmakta ve oksidasyona ugrayabilmektedir (Ariduru ve

Arabaci, 2013).

Serbest radikaller, en dis yoriingeden kaybettigi elektron agigini bagka atomlarin
elektronlarin1 paylasarak kapatmaya calisan atomlardir (Metin, 2012; Dasgupta ve
Klein, 2014). Hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli iiretilen serbest radikaller, bir
yada birden fazla eslenmemis elektrona sahip, yiiksek oranda kararsiz, kisa Omiirlii,
diisiik molekiil agirligi olan etkin molekiillerdir (Okan ve ark., 2013). Serbest radikaller
“reaktif oksijen tiirleri (ROS)” olarak adlandirilir ve siiperoksit radikali (O2"), hidroksil
radikali ("OH), singlet oksijen (O), radikalik olmayan hidrojen peroksit (H,O;) ve
peroksinitrit (ONOO") en 6nemli serbest radikallerdir (Cizelge 2.1) (Gok ve ark., 2006;
Arnduru ve Arabaci, 2013). ROS’lar organizmada bulunan lipidler, niikleik asitler,
proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerle kolayca reaksiyona girerek
yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, katarakt,
diyabet, bobrek ve karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir (Gani
ve ark., 2000; Metin, 2012; Ariduru ve Arabaci, 2013).

Serbest radikal yaratan kaynaklar; organizma igindeki normal metabolik faaliyetler,
radyasyon, viriisler, glines 1smnlarinin bir kismi olan ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi
yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki iirlinleri, sigara dumani, enfeksiyon,
stres, yag metabolizmasi1 sonunda olusan {iriinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik
tiriinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hagere kontrol ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir
(Gani ve ark., 2000; Gok ve ark., 2006; Metin, 2012; Ariduru ve Arabaci, 2013). Bunun
yaninda hipoksi, inflamasyon, asir1 egzersiz, dokulara giden kan akiminin bozulmasi,
intoksikasyon gibi faktorlerin de serbest radikal olusumunu tetikledigi ileri

stiriilmektedir (Gani ve ark., 2000).
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Cizelge 2. 1 Bazi serbest radikal tiirleri (Tulunoglu, 1999; Gok ve ark., 2006; Kog, 2012;
Dasgupta ve Klein, 2014)

Ad1 Formiilii Tanim
Hidrojen atomu H* En basit serbest radikal.
Stiperoksit 0, Oksijen merkezli, hidroksil radikaline gore

stabil olmayan bir radikaldir.

Hidroksil "OH Insan viicudundaki tiim molekiillere saldiran,
substratlarla sinirsiz tepkimeye girebilen, en
fazla reaktif oksijen radikalidir.

Tiyil RS® Kiikiirt tizerinde eslesmis elektron bulunduran
tiirlerin genel adi.

Peroksil, RO, ", Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olugan

Alkoksil RO’ oksijen merkezli radikaller.

Nitrik oksit NO* L- arginin amino asitinden in vivo kosullarda
iretilir.

Azotdioksit NO,* NO ¢ nunO?2 ile reaksiyonundan olusur. Kirli
hava, sigara dumaninda vb. bulunur.

Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi
en diisiik radikaldir. Reaktif oksijen tiirevidir.

Perhidroksil radikali HO,’ Hidrojen peroksiti olugturmaktadir.

Singlet oksijen 0, Oksijenin giiglii oksidatif formu

Antioksidanlar; oksidasyon zincir reaksiyonlarin baslangicini ya da ilerlemesini
onleyerek diger molekiillerin oksidasyonunu yavaglatan veya engelleyen bilesenlerdir
(Tokbas, 2009; Arkan, 2011). Antioksidanlar kararli bilesenlerdir. Serbest radikallere
kendi elektronlarim1 vererek etkisiz hale getirir ancak elektron vermelerine ragmen
serbest radikallere doniismezler (Tokbas, 2009). Antioksidan miktar1 az bile olsa,
kolayca okside olabilen maddelerin oksidasyonunu biiyiik oranda engellemektedir
(Albayrak ve ark., 2010).

Viicutta serbest radikallerin olusumunu ve serbest radikallerin zararl etkilerini 6nleyen
bir¢ok koruyucu mekanizma bulunmaktadir (Aydin, 2011). Besinlerden alinan ve insan
viicudunda iiretilen antioksidanlar, serbest radikaller ve Reaktif Oksijen tiirlerinin
(ROS) neden oldugu oksidatif hasara karsi hayati onem tasimaktadir (Okan ve ark.,
2013). Antioksidan savunma sisteminin; serbest radikal olusumunu engellemek, radikal
reaksiyonlar1 sonlandirmak, ortaya ¢ikan radikalleri etkisiz hale getirmek ve hasarli olan

molekiilleri ortadan kaldirmak ya da onarmak gibi gorevleri bulunmaktadir (Ariduru ve
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Arabaci, 2013). Antioksidanlar dogrudan ya da dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin
ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri korumaktadir
(Aydin, 2011). Antioksidanlarin koruma 6zelligi antioksidan miktar1 arttik¢a belli bir
noktaya kadar artis gostermekte, ancak miktar asildigi zaman antioksidan etki
azalmaktadir. Bunun nedeni antioksidanin, zincirleme tepkimeye kendisi girmeden
yiikseltgenebilmesidir (Baladura ve Simsek, 2013). Insan viicudunda antioksidan
savunma sisteminde gérevli baslica molekiiller; enzimler, suda veya yagda ¢oziinebilen
radikal tutucular ve metal iyonlarin1 baglayan proteinlerdir (Aydin, 2011).
Antioksidanlarin tiim viicut boliimlerine girmesi teorik olarak miimkiin goriinse de
beyin omurilik sivist (BOS), kemik iligi gibi baz1 dokulara kandaki konsantrasyon da

girmesi miimkiin degildir (Metin, 2012).

Insan viicudundaki biyolojik sistemler tarafindan iiretilen antioksidanlarn koruma etkisi
stnirli  olup ROS olusumu antioksidan kapasitesini agsarsa oksidatif stres
olusabilmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Bu nedenle gidalarla
aliman antioksidanlar yaslanma siirecini yavaslatma, kanser, Katarakt, artrit ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli hastaliklari  engellemede Onemli rol
oynamaktadir (Tokbas, 2009; Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013; Almeida ve
ark. 2016). Onemli antioksidan kaynaklar1 arasinda; bitkiler (yagli tohumlar, tahillar,
sebzeler, meyveler, agac kabuklari, kokler, baharatlar), hayvansal iiriinler (peptidler,
aminoasitler ve karotenoidler), enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
katalaz) ve bazi mikroorganizmalar bulunmaktadir (Turhan ve Ustiin, 2006; Arkan,
2011; Aydin, 2011; Arnduru ve Arabaci, 2013; Shahidi ve Zhong, 2015). Bunlarin
antioksidan aktiviteleri igerdigi antioksidan o6zellikli bilesiklerden (karotenoidler,
flavonoidler, kumarinler, fenolik asitler gibi) kaynaklanmaktadir (Aydin, 2011). Meyve
ve sebzelerde bulunan antioksidan bilesikler, hiicrelerde meydana gelen oksidatif hasara

bagli ortaya ¢ikan birgok hastaligi 6nlemektedir (Caliskan ve Polat, 2012).

Antioksidanlar1 dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir
(Arkan, 2011). Sentetik antioksidanlar kozmetik iriinler, ilaglar ve besinlere ilave
edilmektedir. Ancak sentetik antioksidanlarin bazi saglik sorunlarina neden olabilecegi
tespit edildikten sonra birgok iilkede kullanimi kisitlanmistir (Arkan, 2011). Bu nedenle
dogal antioksidanlara ilgi artmig ve sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecek dogal

antioksidanlar arastirilmaya baslanmistir (Turhan ve Ustiin, 2006; Arkan, 2011;
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Baladura ve Simsek, 2013). Dogal antioksidanlar insanlar tarafindan uzun siiredir
tiiketilen veya gidalara eklenen katki maddeleri oldugu icin tiiketiciler tarafindan daha
giivenilir oldugu diisiiniilmektedir (Turhan ve Ustiin, 2006; Baladura ve Simsek, 2013).
Dogal antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinin ekstraksiyonu ya da gidalarin
islenmesi sirasinda agiga c¢ikan Dbilesenlerdir (Agbas ve ark., 2013). Dogal
antioksidanlarin ¢ogu antibakterial, antiviral, antiflamatuar, antialerjik, antitrombotik,
antimutajenik, antikarsinojenik ve antiaging gibi genis bir biyolojik etki alani
gostermektedir (Arkan, 2011).

Son yillarda, gidalardaki antioksidanlari belirlemeye yonelik yapilan aragtirmalar
artmigtir (Albayrak ve ark., 2010). Hallag Tiirk ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada
kirmizi {iziim suyu ve sirkenin antiradikal kapasitesi ve toplam fenolik madde miktarin
arastirmiglardir. Calismada 6rneklerin toplam fenolik madde miktarini tayin etmek igin
spektrofotometrik olarak Folin-Ciocalteu metodunu, antiradikal kapasiteyi tayin etmek
icin DPPH metodu kullanmislardir. Calisma sonucunda kirmizi iiziim suyunun sirkeye
gore antiradikal kapasitesi, toplam fenolik madde miktar1 ve demir baglama yeteneginin

daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Ertiirk ve ark. (2014) Dogu Karadeniz bolgesinden elde edilen ballarin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Antioksidan aktivite tayini igin demir
indirgeyici antioksidan giic (FRAP) testi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
slipiirme aktivitesi testi ve bakir indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) testi;
antimikrobiyal aktivite tayini i¢in disk diflizyon metodunu kullanmislardir. Caligmada
incelenen bal Orneklerinin 6nemli derecede antioksidan ve ¢ogu mikroorganizmaya
kars1 orta derecede antimikrobiyal etkisi oldugu saptanmustir.

Yesil cay yapraklari ¢ay polifenollerini, kafein, saponinler, taninler ve amino asitleri
igcermektedir. Cay polifenolleri katesinler, flavanollar, flavonlar, fenolik asitler ve
glikozitlerdir. Su, aseton, etanol ve metanol gibi ¢oziiciiler kullanilarak yesil cay
yapraklarindan izole edilmektedir. C6ziinen polifenollerin dogal bir antioksidan oldugu

ve serbest oksijen radikallerini temizleme etkisi bilinmektedir (Pan ve ark., 2003).
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2.6.1. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikallerin, biyolojik sistemler tizerinde gesitli etkileri bulunmaktadir (Topal,
2013). Serbest radikallerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi hiicreler i¢in
onemli olan bilesiklere etki etmesi sonucunda hiicrelerde hasar olusmaktadir (Aydin,

2011; Dasgupta ve Klein, 2014).
Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallere karsi en hassas biyomolekiiller lipidlerdir (Aydmn, 2011). Lipidler
ortamda bulunan radikal baslatici ya da oksijenle reaksiyona girerek oksidasyona
ugramaktadir (Topal, 2013). Serbest radikaller, lipid hiicre membranlarinda bulunan
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 ile kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon triinlerini olusturmaktadir (Aydin, 2011). Lipid peroksidasyonu, ¢oklu
doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi, bir baska deyisle hiicrede bulunan zar
fosfolipidlerinin ~ yiikseltgenerek  peroksit  tiirevlerine  doniismesi  olarak
tanimlanmaktadir (Yarsan, 1998; Aydin, 2011; Dasgupta ve Klein, 2014). Lipid
peroksidasyonu oldukga zararli ve kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerlemektedir. Lipid peroksidasyonu, dogrudan membran yapisina ve dolayli
olarak olusturdugu reaktif aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine zarar vermektedir.
ROS’larin hiicreye verdigi hasarin en onemli 6zelligi, hiicre membranlarinda lipid
peroksit radikalleri (LOO") ve lipid serbest radikallerinin (L") olusmasidir (Aydin,
2011). Olusan lipid peroksitlerin icerdigi kimyasal maddeler hiicrelerde hasara neden

olmakta ve dokulara giden kan akimini azaltmaktadir (Topal, 2013).

Lipid peroksidasyon olay1 iic asamali olarak meydana gelmektedir (Yarsan, 1998).
Birinci asamada, oksi koklerinin ¢ok =zincirli doymamis yag asitlerinin yapisina
katilmas1 ya da molekiilden ¢ikmasi sonucunda lipid gruplarinin olusmasidir (Yarsan,
1998; Dasgupta ve Klein, 2014). ikinci asamada, olusan dayanmiksiz lipid radikalleri
molekiiler oksijenle (O;) etkileserek lipid peroksit radikalleri seklinde degismektedir
(Yarsan, 1998; Aydin, 2011). Olusan lipid peroksit radikallerinin diger doymamis yag
asitleriyle etkilesime girmesi sonucunda yeni lipid radikalleri olugmaktadir. Lipid
peroksit radikalleri bu etkilesim sirasinda agiga ¢ikan hidrojen atomunu kullanarak lipid
peroksitlerine (LOOH) doniismektedir (Aydin, 2011). Tepkimeye diger yag asitleri

girerek yeni lipid gruplarini olusturmakta ve bu olay kendi kendini katalizleyerek zincir
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tepkime seklinde siirmektedir (Yarsan,1998; Aydin, 2011). Ugiincii asama yikimlanma
asamasidir ve iki sekilde meydana gelmektedir. Olusan gruplar ya birbirleri ile
tepkimeye girerek etkisiz hale gelirler ya da antioksidanlarla tepkimeye girerek

tepkimeyi sonlandirirlar (Yarsan,1998).
Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinleri etkileme derecesi aminoasit kompozisyonuna gore
degismektedir (Aydin, 2011). Yapisinda doymamis bag ve kiikiirt bulunan triptofan,
fenilalanin, histidin ve metiyonin gibi aminoasitler ve bu aminoasitlerden olusan
proteinler, serbest radikallerden daha kolay etkilenmektedir (Yarsan, 1998; Aydin,
2011; Topal, 2013). Karbon merkezli organik radikaller ve siilfiir radikalleri bu etki
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikallerin etkisiyle, immiinoglobiilin G (Ig G)
ve albiimin gibi yapilarinda ¢ok sayida disiilfit bagi bulunan proteinlerin tersiyer
yapilart bozularak islev goremez hale gelmektedir. Serbest radikaller hemoglobin gibi
HEM proteinlerine de etki ederek zarar vermektedir. Siiperoksit radikali veya hidrojen
peroksitin (H20,) oksihemoglobinle reaksiyona girmesi sonucunda methemoglobin
olugmaktadir (Aydin, 2011).

Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asitlere Etkisi

Iyonize edici radyasyonla meydana gelen serbest radikaller DNAya etki ederek iplikgik
kopmasina bagli mutasyon olusumu, DNA’daki genetik kodlar1 degistirerek hiicrelerin
Olimii ve buna bagl erken yaslanmaya neden olmaktadir hiicrenin 6liimiine neden
olmaktadir (Yarsan, 1998; Arkan, 2011; Aydin, 2011; Topal, 2013; Dasgupta ve Klein,
2014). Ayrica genetik kodlarin degismesine bagli olarak kanser gibi hastaliklara neden
olan hiicre gruplar1 olusabilmektedir (Arkan, 2011). Deoksiriboz ve bazlar hidroksil
radikali ile reaksiyona girerek degisiklige ugramaktadir. Notrofillerin aktive olmasiyla
ortaya ¢ikan hidrojen peroksit membranlardan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegine ulagarak

DNA’nin hasarina neden olmaktadir (Aydin, 2011).
Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin  etkisiyle monosakkarit otooksidasyonu ve polisakkarit
depolimerizasyonu olusmaktadir. Diyabet ve sigara kullanimi ile ilgili patolojik

olaylarda, monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan siiperoksitler ve
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okzaldehitler rol oynamaktadir. Ayrica okzaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanarak antimitotik etki gostermektedir (Aydin, 2011). Hiyaluronik asit bag dokunun
dayanikliligini saglamada gorev almaktadir. Ozellikle siiperoksit grubundaki radikaller
hiyaluronik asit lizerinde etki gostererek bag doku bozulmalarina ve bag doku sivisinin

akigkanliginin kaybolmasina neden olmaktadir (Yarsan, 1998).

2.6.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini asagidaki yollarla gosterirler:

1. Siipiiriicii/temizleyici (Scavenging) etki: Serbest radikallerin olugmasini dnleyerek
ve olugsmus olan radikallerin daha az zararsiz hale getirilmesini saglayarak etki
gostermektedir. (Arkan, 2011; Metin, 2012).

2. Bastiric/ Giderici/Sondiiriicii (Queching) etki: Oksidanlarla etkilesime girerek,
serbest oksijen radikallerine bir hidrojen molekiilii aktarip aktivitelerini azaltarak ya
da inaktif hale getirerek etki gostermektedir (Aydemir ve Karadag Sari, 2009;
Arkan, 2011; Metin, 2012). Vitaminler ve flavanoidler bastirici etki gosteren
antioksidanlardir (Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).

3. Zincir kiric1 (Chain breaking) etki: Serbest radikallerin olusmasina neden olan
zincirleme reaksiyonlarin belirli yerlerinden kirilmasini saglamaktadir. Bu sayede
kimyasal reaksiyonlar1 ve oksidan etkiyi durdurmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999;
Aydemir ve Karadag Sari, 2009; Metin, 2012; Dasgupta ve Klein, 2014).
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1i etki gostermektedir
(Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).

4. Onarict (Repair) etki: Serbest radikallerin; lipid, protein ve DNA gibi yapilarda
olusturdugu biyolojik molekiiler hasar1 diizelterek zararli etkilerini ortadan
kaldirmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999; Aydemir ve Karadag Sari, 2009; Arkan,
2011). Bu gurupta DNA’daki olusan hasar1 tamir eden enzimler sayilabilir (Metin,
2012).

5. Hiicresel kinaz kayiplarini 6nleme etkisi: Hiicresel kinaz kayiplarini onleyerek
oksidasyon reaksiyonlarint durdurmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999; Aydemir ve
Karadag Sari, 2009).

6. Enzimatik etki: Enzimatik (Siiperoksit dismutaz gibi) ve enzimatik olmayan
antioksidan sentezini arttirarak etki gostermektedir (Diindar ve Aslan, 1999;

Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).
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2.6.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar cesitli sekillerde siniflandirilmalarina ragmen genellikle endojen ve
eksojen kaynakli olarak iki baslik altinda toplanabilmektedir (Kurt, 2008; Aydemir ve
Karadag Sar1, 2009; Aydin, 2011).

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
seklinde iki gruba ayrilmaktadir (Aydemir ve Karadag Sari, 2009). Enzimatik olan
antioksidanlar, baz1 diisik molekiil agirlikli olanlar ve enzimatik kofaktorler gibi
enzimleri igermektedir (Okan ve ark., 2013). Enzimatik olan endojen antioksidanlar
sunlardir: Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-
Transferazlar (GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
Glutatyon rediiktaz, Hidroperoksidaz (Kurt, 2008; Aydemir ve Karadag Sari, 2009;
Aydin, 2011; Almeida ve ark., 2016). Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar
sunlardir: Melatonin, Seruloplazmin, Transferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin,
Laktoferrin, Glutatyon, Sistein, Urik asit, Glikoz, Albiimin, Bilirubin, Metiyonin (Kurt,
2008; Aydemir ve Karadag Sari, 2009; Almeida ve ark., 2016).

Eksojen kaynakli antioksidanlar, vitaminler ve ila¢ antioksidanlari olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Aydemir ve Karadag Sari, 2009). Vitamin eksojen antioksidanlar
sunlardir: Vitamin E (a-tokoferol), B-karoten, Vitamin C (askorbikasit), Koenzim Q
(ubikinon), Folik asit (Kurt, 2008; Aydemir ve Karadag Sar1, 2009; Aydin, 2011). ila¢
olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir: Ksantin oksidaz inhibitorleri
(Allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten), Adenozin, lokal anastezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antienflamatuarlar, Trolox-C, Ebselen,
asetilsistein, Mannitol, Desferroksamin, Demir selatorleri (Kurt, 2008; Aydemir ve
Karadag Sar1, 2009).

2.7. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesinde Kullamlan Yoéntemler

Giliniimiize kadar antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in bircok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemler hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler ve
elektron transferi (ET) reaksiyonlarina dayanan yontemler olarak iki grupta incelenebilir
(Albayrak ve ark., 2010; Metin, 2012; Shahidi ve Zhong, 2015). HAT ve ET temelli
yontemler 6rnekteki koruyucu antioksidan kapasitesini degil, 6rnegin radikal siipiiriicti

kapasitesini 6lgmeye yoneliktir (Metin, 2012; Dasgupta ve Klein, 2014).
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2.7.1. Hidrojen Atomu Transfer (HAT) Reaksiyonlarina Dayanan Yontemler

HAT temeline dayanan yontemlerde antioksidan ve substratin, peroksil radikali i¢in
girdigi rekabete bagli ortaya ¢ikan yarismaci reaksiyonlar izlenmektedir (Albayrak ve
ark., 2010; Metin, 2012). Oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal
yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yontemleri HAT temelli
yontemler olarak bilinmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Dasgupta ve Klein, 2014).

2.7.1.1. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

ORAC yontemi ilk olarak Cao, Alessio, ve Cutler tarafindan gelistirilmistir (Albayrak
ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Bu yontem, 37°C’de bulunan 2,2-azobis (2-
aminopropan) diklorit’in (AAPH) uyarilarak peroksi radikallerine karsi antioksidan
temizleme fonksiyonunun Olgiimii esasina dayanmaktadir (Okan ve ark., 2013).
Maddelerin toplam antioksidan gii¢leri kimyasal biyomarkirlar kullanilarak in vivo veya
in vitro olarak olciilmektedir (Albayrak ve ark., 2010). Fitokimyasallarin ve farkli
ekstraktlarin antioksidan aktivitesini 6l¢gmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Aydin,
2011; Okan ve ark., 2013). Peroksil radikalinden kaynaklanan oksidasyonun
antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alan bu yontem plazma ve doku
orneklerinde bulunan dogal antioksidanlarin etkinligini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir.
Hem lipofilik hemde hidrofilik ekstrelerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesine
olanak saglamaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Shahidi ve Zhong, 2015).

[k kullanilmaya baslandiginda 1s1ma probu olarak B-fikoeritrin ve peroksil radikal
tireticisi olarak AAPH ile ¢alisilmistir (Aydin, 2011; Okan ve ark., 2013; Shahidi ve
Zhong, 2015). Ancak kullanilan probun fenolik maddelerle etkilesime girmesi ve
fotostabil olmamasi nedeniyle B-fikoeritrin yerine protein olmayan sentetik bir prob
fluoresein kullanilmistir (Aydin, 2011). ORAC analizinde AAPH peroksi radikal
tireticisi veya Cuy+-H,O, hidroksi radikal iireticisi olarak kullanilmaktadir (Okan ve
ark., 2013). Peroksil radikalleri, AAPH gibi azo-bilesiklerin sicaklikla bozulmasi
sonucunda olugsmaktadir (Albayrak ve ark., 2010). Bu yontemde 1s1ma (floresan) probu
olan fluoresein AAPH tarafindan azaltilmakta (Aydmn, 2011; Okan ve ark., 2013) ve
1simadaki azalma fluoresein’nin bozulma derecesi hakkinda bilgi vermektedir (Okan ve

ark., 2013). Reaksiyon ilerledik¢e ortamdaki fluoresein tiikenmektedir. Ortamda
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antioksidan varliginda AAPH radikalleri giderilerek floresan azalmasi engellenmektedir
(Ayd, 2011).

ORAC yonteminin FRAP yontemine gore daha duyarli ve yaygin olarak kullanilan bir
yontem oldugu belirtilmektedir. FRAP ve ORAC yontemi dondurularak kurutulan 927
adet sebze Ornegi i¢in denenmis ve aralarinda uyum olmadigi, ama yaban mersini
meyvesi i¢in bu yontemlerin uyum gosterdigi saptanmistir. Farkli laboratuvarlarda; ¢ay,
meyve, sebze ve hayvan dokular1 gibi biyolojik 6rnekler ile melatonin, dopamin ve
flavonoid gibi saf bilesikler iizerinde uygulanan ORAC yontemi 6rneklerin antioksidan

kapasitelerine yonelik 6nemli bilgiler saglamistir (Albayrak ve ark., 2010).

2.7.1.2. Toplam Radikal Yakalayic1 Parametre (TRAP) Yontemi

Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) yontemi 1985 yilinda ilk defa Wayner ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilmis ve sonraki yillarda Ghiselli ve arkadaslar tarafindan
gelistirilmistir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Son yillarda serum ve
plazmadaki antioksidan kapasitesini dlgmede sik olarak kullanilmaktadir (Aydin, 2011;
Okan ve ark., 2013). Bu yontemin temeli sicaklikla bir azo bilesigin bozunmasi
saglanarak, olusan kontrollii lipid peroksidasyonu siiresince tiiketilen oksijenin

Olglilmesi esasina dayanmaktadir (Albayrak ve ark., 2010).

TRAP yonteminde 2,2’-azobis (2-aminopropan) diklorit (AAPH) kullanilarak peroksi
radikali tiretilmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). AAPH plazmaya
eklendikten sonra okside olabilen materyalin oksidasyonu, reaksiyon boyunca tiikenen
oksijen miktariin dlgtilmesi ile izlenmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Aydin, 2011;
Okan ve ark., 2013). Plazmada bulunan antioksidanlar oksidasyon reaksiyonunu
yavaslatmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Floresan probu olarak
R-fikoeritrin (R-PE) kullanilmaktadir ve antioksidanin R-PE’yi AAPH tarafindan
olusturulan peroksil radikallerinden koruma o6zelligi Olgiilmektedir (Okan ve ark.,
2013). Sonuglar Troloks C (6- hidroksil-2,5,7,8,-tetramethylchroman—2-carboxylic
acid)’nin sonuglari ile karsilastirilmakta ve plazmadaki antioksidant kapasiteyle miktar
olarak iligkilendirilmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013).

TRAP yontemi tiim bilinen zincir kirici antioksidanlara karst hassastir. Lipid
peroksidasyonunun baslatilmasi ve suda ¢oziinebilen peroksil radikallerinin tiretimi ile

ilgilidir. Bu yontemin en 6nemli dezavantaji, reaksiyon igin gereken siire boyunca
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oksijen elektrodunun ug¢ noktalarmin stabilizasyonunun saglanamamasidir. Ayrica
kompleks bir yontem olup tecriibe gerektirmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve
ark., 2013).

2.7.1.3. Krosin Beyazlatma Yontemi

Kolorometrik bir yontem olan krosin beyazlatma yontemi ilk olarak Lussignoli ve
arkadaglari tarafindan gelistirilmistir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Hem
tekli bilesenleri hemde kompleks yapilar1 analiz etmek i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica
farkl ¢oziiciiler kullanarak lipofilik ve hidrofilik bilesenlere uygulanabilmektedir (Okan
ve ark., 2013).

Bu yontemde, sicaklikla azo baslaticisinin bozulmasi sonucu peroksil radikalleri
olusmaktadir (Albayrak ve ark., 2010). Antioksidan aktivite, serbest radikallerin bir
karotenoid olan krosini beyazlatma derecesi Olgiilerek saptanmaktadir (Albayrak ve
ark., 2010; Aydin, 2011). Deneysel olarak, krosin igeren fosfat tamponu ve antioksidan
ile reaksiyon gergeklestirilir. Ortama AAPH eklenmesi reaksiyonu baslatir ve 443 nm
dalga boyunda krosinin beyazlama derecesi spektrofotmetre ile gézlenmektedir. AAPH
ilavesinden sonraki 10 dakika beyazlama orani takip edilmektedir. Beyazlatmay1
karisima eklenen antioksidanlar 6nlemektedir (Albayrak ve ark., 2010). Trolox C
kullanilarak antioksidan kapasite goreceli olarak hesaplanmaktadir (Okan ve ark.,
2013).

Krosin safrandan elde edilen, dogal karotenoid tiirevidir ve pigment karisimi oldugu
icin ¢ok fazla gesitlilige sahiptir. Diger gida pigmentleride karotenoidler gibi ayn dalga
boyunda 1sik absorblamaktadir. Bu durum krosinin endiistriyel uygulamasini
sinirlamaktadir (Aydin, 2011). Gida ornekleri i¢in uygulanmasi sinirlt olan bu yontem

antioksidanlarin degisen konsantrasyonlarina duyarli degildir (Albayrak ve ark., 2010).

2.7.2.Elektron Transferi (ET) Reaksiyonlarina Dayanan Yoéntemler

ET temelli yontemlerde renk degisimi antioksidanin oksidani indirgeme yetenegini
gostermektedir (Albayrak ve ark., 2010; Metin, 2012). Toplam Folin-Ciocalteu ayiraci
ile toplam fenolik yontemi (FCR), troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC), demir
iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP), oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam
antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
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yontemi ET temelli yontemler olarak bilinmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Dasgupta
ve Klein, 2014).

2.7.2.1. Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

Bu yontem, 1999 yilinda Singleton ve arkadaslar tarafindan saraptaki toplam fenolleri
6lgmek i¢in gelistirilmistir (Albayrak ve ark., 2010; Metin, 2012; Okan ve ark., 2013).
Baslangigta Folin- Ciocalteu ayiraci ile proteinlerde fenol grubu igeren tirozin kalintisi
etkilesimi nedeniyle protein analizi i¢in diisliniilmiistiir (Albayrak ve ark., 2010; Aydin,
2011). Ancak giiniimiizde toplam fenolik yontem olarak bilinmesine ragmen, gercekte
ornegin toplam indirgeyici kapasitesini 6lgmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Metin,
2012). Bu yontem, su yada diger organik ¢oziiciiler i¢inde ¢6ziinmiis fenolik bilesiklerin
alkali ortamda Folin reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir
(Arkan, 2011).

FCR yonteminde, molibdenyum’a fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
elektron transfer edilmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013).
Molibdenyumun, fenolik antioksidanlarin varliginda indirgenmesiyle renk saridan
maviye donmektedir (Aydin, 2011). 750-765 nm dalga boyunda mavi renkli kompleks
olusumu spektrofotometrik olarak belirlenmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve
ark., 2013). Folin reaktifi araciligiyla olusan renk degisimine gore absorbans
Ol¢iilmektedir. Analiz sonuglari gallik asit ya da katesin gibi standart bir fenolik
maddeye esdeger olarak verilmektedir (Arkan, 2011). Yapilan baz1 ¢alismalarda gallik
asit yerine tannik asit, klorojenik asit, kaffeik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve
ferrulik asit de kullanilmaktadir (Okan ve ark., 2013).

Folin-Ciocalteu ayiraci ticari olarak satilmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve
ark., 2013). Gidalarin ve bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesinin tayininde basit,
tekrarlanabilen, giivenilir ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Albayrak ve ark.,
2010; Aydin, 2011; Okan ve ark., 2013). Ayrica ilag analizlerinde, idrar gibi biyolojik
orneklerde, gida triinlerindeki fenolik bilesik diizeyi veya total indirgeme kapasitesi
Olctimleri i¢in bu reaktifin genisletilmis veya degistirilmis uygulamalar1 bulunmaktadir
(Metin, 2012). Bu yontemin dezavantajlari analiz siiresinin uzun olmasi nedeniyle rutin
uygulanmasinin zor olmasi, sulu fazda gerceklestigi i¢in lipofilik bilesiklerde

uygulanamamasi ve FCR’nin fenol bilesiklerle sadece bazik kosullarda reaksiyona
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girmesi olarak belirtilmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Aydin, 2011; Okan ve ark.,
2013). FCR fenolik bilesiklere spesifik bir yontem degildir (Arkan, 2011; Aydin, 2011).
Yontem gidalarin yapisinda bulunan proteinleri de ekstrakte ettigi icin biitiin fenol
gruplarini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica fenolik olmayan Cu+, C vitamini gibi bilesikler
tarafindan da indirgenebilmektedir. Bu nedenle toplam fenolik igerigi tam olarak

yansitmadigi belirtilmektedir (Arkan, 2011; Aydin, 2011).

2.7.2.2. Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (TEAC)Yontemi

Ik kez 1993 yilinda Miller ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis ve daha sonra Re ve
arkadaglan tarafindan degistirilmistir (Albayrak ve ark., 2010; Ograsici, 2010; Aydin,
2011; Okan ve ark., 2013). Gidalarin antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla
yaygin olarak kullanilmistir (Albayrak ve ark., 2010). TEAC yontemi; antioksidanlar
tarafindan, ABTS (2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat)) radikal katyonunun
absorbansinin engellenmesi esasina dayanmaktadir. TEAC maksimum absorbansini
660, 734 ve 820 nm dalga boyunda yapmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark.,
2013).

Orijinal yontemde, hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin olusturdugu ferrilmiyoglobin,
ABTS ile etkilesime girerek ABTS’nin katyonik radikalini iiretmektedir (Albayrak ve
ark., 2010; Ograsici, 2010; Aydm, 2011). Olusan ABTS™ radikal ¢ozeltisi iizerine,
antioksidan iceren 6rnek eklenmektedir. Radikalin indirgenmesi sonucunda ABTS™
radikali mavi/yesil renk olusturmaktadir (Ograsici, 2010). Antioksidanin, meydana
gelen katyonik radikali giderme kapasitesi 734 nm dalga boyunda absorbansin azalmasi
ile takip edilmektedir (Aydin, 2011). Reaksiyon sonucunda harcanan ABTS™ miktari,
vitamin E’nin suda ¢oziinebilen bir analogu olan Troloks C (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman- 2-karboksilik asit) standard: kullanilarak hesaplanmakta ve TEAC
degeri olarak belirlenmektedir (Ograsici, 2010; Aydin, 2011; Okan ve ark., 2013).

TEAC yontemini uygulamasi kolay oldugu i¢in antioksidan kapasite 6l¢iimiinde sik
olarak kullanilmis, ¢ok sayida gida ornegi ve bilesenin TEAC degeri kaydedilmistir
(Albayrak ve ark., 2010; Ograsici, 2010). Uygulama kolayligi yaninda hem sulu hem
lipit fazlarda kullanilmasi avantaj saglamaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Ograsici,
2010; Okan ve ark., 2013). Ayrici TEAC yontem kitleri daha hizli ve ticari olarak elde
edilebilmektedir (Albayrak ve ark., 2010). TEAC ucuz, pH degisimlerinde stabil ve
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hizli reaksiyon veren bir yontemdir (Ograsici, 2010). TEAC yontemi genis bir pH
araliginda kullanilabildigi i¢in pH’in antioksidan mekanizmas1 tizerine etkisinin
calisilmasina olanak saglamaktadir (Albayrak ve ark., 2010). Biyolojik sistemlerde
sentetik ABTS radikalinin bulunmamasi ve bu sistemlerdeki radikallere benzememesi
problem olusturmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Aydin, 2011).

2.7.2.3. Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Yontemi

FRAP yontemi Benzei ve Strain tarafindan gelistirilmistir. Antioksidanlarin toplam
miktart demir (III)’in indirgenme kapasitesi yoluyla tayin edilmektedir (Okan ve ark.,
2013). FRAP ve TEAC yontemleri bir birine benzemektedir. Aralarindaki fark, FRAP
asidik kosularda (pH = 3.6) TEAC ise notr pH’da ger¢eklesmektedir (Albayrak ve ark.,
2010).

Asidik kosullarda, ferrictripyridyltriazine kompleksi ortamda antioksidan varsa Fe*?’ye
indirgenmektedir (Albayrak ve ark., 2010; Aydmn, 2011; Okan ve ark., 2013). Bu
indirgenme sonucunda olusan koyu mavi renkli ¢ozelti 595-593 nm dalga boyunda
absorbans artisina neden olmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). 593
nm de olusan kompleksin absorbansi dlgiilmektedir (Aydin, 2011). Sonuglar troloks
standard1 kullanilarak hesaplanmakta ve FRAP degeri olarak belirlenmektedir. Orijinal
yontemde, absorbans izlem siiresi 4 dakika iken, bu siirede reaksiyon tamamlanamadig:
i¢in izlem siiresinin 30 dakikaya uzatilmasi dnerilmektedir. Ozellikle baz1 polifenollerin
hareketinin yavag olmasi nedeniyle daha uzun reaksiyon siiresi gerekmektedir

(Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013).

Yontem sadece demir iyonunu temel aldigi i¢in mekanik ve fizyolojik olarak
antioksidan aktivite tayini i¢in uygun degildir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark.,
2013). Bu yontem igeriginde okside olma 0zelligi olan bir substrat olmadigi i¢in
antioksidanlarin koruyucu ozellikleri ile ilgili bilgi saglamamaktadir (Aydin, 2011).
Diger yontemlerden avantaji, 6zel alet gerektirmeyen basit, hizli ve ucuz bir yontem

olmasidir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013).
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2.7.2.4. Oksidan Olarak Cu (II) Kullanilan Toplam Antioksidan Kapasite
Yontemi (CUPRAC)

CUPRAC yontemi Apak ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir (Okan ve ark., 2013).
Yontem, Cu (II)’nin, 6rnekte bulunan antioksidanlar tarafindan Cu (I)’e indirgenmesi

esasina dayanmaktadir (Albayrak ve ark., 2010).

2,9-dimetil-1, 10-fenantrolin (Neokuproin Nc¢)’in Cu (II) ile tepkimeye girmesi
sonucunda bakir (II)-neokuproin kompleksi (Cu(ll)-N¢) olusmaktadir (Okan ve ark.,
2013). Gida maddelerinde ¢ok bulunan sitrat ve glikoz gibi bilesenlerle Cu(ll)-
neokuproin reaktifi reaksiyon vermemektedir. Sadece antioksidanlari yiikseltgemekte ve
Cu(l)-neokuproin bu reaksiyon sonucunda olusmaktadir (Arkan, 2011). Antioksidan
kapasite, reaksiyon tiriinii olan bakir (I)-neokuproin’in 450 nm de absorbans 6l¢timleri
okunarak saptanmaktadir (Arkan, 2011; Okan ve ark., 2013). Kersetin standart olarak
kullanilmaktadir. CUPRAC analizi askorbik asit, iirik asit, gallik asit ve kersetin igin
birka¢ dakikada tamamlanirken, daha kompleks yapili molekiiller i¢in 30-60 dakika
stirebilmektedir (Albayrak ve ark., 2010).

CUPRAC yontemi pH=7 ortaminda yiiriitilmektedir. Bu pH degeri fizyolojik pH’lara
yakin oldugu i¢in fizyolojik kosullar1 yansitma sansi1 bulunmaktadir. Bu yontemde pH
kolay ayarlanabilir, maliyeti diisiiktiir ve uygun ¢oziiciiler kullanilarak hem hidrofilik
hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabilmektedir (Arkan, 2011; Okan ve ark.,
2013). Diger avantajlari, ¢ok fazla uzmanlik gerektirmemesi ve analiz i¢in kullanilan
ayiraglarin ucuz olmasidir. Ayrica bakir demirden daha hizli bir reaksiyon kinetigine

sahiptir (Albayrak ve ark., 2010).

2.7.2.5. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Yontemi

Antioksidan molekiil tayininde DPPH radikalinin kullanilabilecegi 6nerisi ilk kez Blois
tarafindan ifade edilmistir (Milardovic ve ark., 2006; Metin, 2012). 1995 yilinda Brand-
Williams ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis, sonrasinda 1998 yilinda Sanchez ve
arkadaglar1 tarafindan degistirilerek kullanilmaya baslanmigtir (Milardovic ve ark.,
2006; Metin, 2012; Okan ve ark., 2013). Arastirmacilar, bitki ve gidalardan elde edilen
ekstraktlarin ya da bilesiklerin serbest radikal sondiiriicii aktivitesini tayin etmek i¢in bu
yontemi yaygin olarak kullanmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Ograsici, 2010; Okan ve
ark., 2013). Yontem antioksidan maddelerin, organik azot radikali olan DPPH (2,2-
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difenil-1-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerinin 6l¢iimii esasina dayanmaktadir
(Metin, 2012).

DPPH stabil bir organik nitrojen radikalidir ve ticari olarak elde edilebilmektedir (Sekil
2.4) (Albayrak ve ark., 2010; Aydin, 2011; Okan ve ark., 2013). Etonoldeki ¢ozeltisi
mor renklidir ve maksimum absorbansi 515 nm dalga boyunda vermektedir (Albayrak
ve ark., 2010; Aydin, 2011; Metin, 2012). Molekiilde bulunan bir serbest elektronun yer
degistirmesi ile menekse rengi olusmaktadir (Albayrak ve ark., 2010). DPPH radikali
antioksidanla karsilastiginda koyu menekse olan renk sariya donmekte ve indirgenerek
hidrozine doniismektedir (Albayrak ve ark., 2010; Ograsici, 2010; Metin, 2012).
Antioksidan madde tarafindan indirgenince renk soldugu icin tepkime spektrofotometre
ile 515-517 nm’ de absorbans degeri izlenmektedir. Antioksidan konsantrasyonu ile
DPPH’nin renginin solmasi orantilidir. Cozeltinin rengi indirgenme reaksiyonu
siiresince agilmaya devam etmektedir (Ograsici, 2010; Arkan, 2011; Aydin, 2011).
Antiradikal etkinlik, DPPH’nin baslangi¢ konsantrasyonunu %50 azaltmak i¢in gereken
antioksidan miktarini ifade eder ve ECsy (mg/mL) olarak adlandirilir (Milardovic ve
ark., 2006; Kelebek ve Canbag, 2010; Aydimn, 2011). Diisiikk ECsq degeri yiiksek antiok-
sidan aktiviteyi gosterir (Kelebek ve Canbas, 2010).

2 NO 2
. H
OsN N—N OgN N—N
NO 5 NO
1: Difenilpilerilhidrazil (serbest radilal) 2: Difenilperilhudrazin (radial dedil)

Sekil 2. 4 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)'in molekiiler yapisi (Albayrak ve ark., 2010)

Bu metot basit, hizli ve birgok Ornegin farkli c¢oziiniirliikteki radikal siiplirme
aktivitesinin tayini i¢in elverislidir (Albayrak ve ark., 2010; Okan ve ark., 2013). Kolay
ve gegerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Arkan, 2011; Metin, 2012). Yontemin
baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. DPPH peroksil radikallerine benzerlik gostermedigi
icin, peroksil radikalleri ile kolayca reaksiyon veren bir¢ok antioksidan DPPH ile yavas
hatta hi¢ reaksiyon vermeyebilir (Albayrak ve ark., 2010). Fizyolojik sartlarda reaktif

oksijen ve azot tiirlerinin siipliriilme yetenegini birebir yansitmamaktadir (Arkan, 2011).
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Ayn1 zamanda 151k, oksijen, karisimin pH degeri ve kirlilige olan hassasiyeti yontemde

siirlamalara neden olmaktadir (Sharma ve Bhat, 2009; Okan ve ark., 2013).

2.8. Cahsmada Kullanilan Bitkiler ve Ozellikleri

Alkanna orientalis (Tosbaga Otu)

Boraginaceae ailesinde yer almaktadir. Giliney Yunanistan, Suriye, Liibnan, Filistin,
Transkafkasya ve Kuzey Iran’da dagilim gostermektedir. Ulkemizde Kuzeybati,
Giineybat1 ve Anadolu’nun karasal kesimlerinde goriilmektedir. Kayalik yerler, bozkir
ve volkanik yamaglarda yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil Ek A.1) (Bakis ve ark,
2011). Bitkinin kurutulan yapraklari idrar yolu enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in ¢ay olarak
ya da havanda doviilerek yara iyilesmesi i¢in yara iizerine siiriilmektedir. Ayrica kok
kisimlar1 temizlenip kaynatilarak mide rahatsizliklarini 6nlemek i¢in igilmektedir
(Kurnaz Karagdz ve Serteser, 2014). Ayn1 zamanda kdklerinden elde edilen ¢ay adet
kesici olarak kullanilmaktadir (Tuttu, 2014). Yapilan bir ¢alismada A. orientalis’in
kokleri etanolle ekstre edilerek fare ve ratlarin patilerindeki 6dem iizerinde
antienflamatuar ve antinosiseptif etkisi arastirilmistir. Antinosiseptif etkiye sahip
oldugunu belirtilmistir (Yaman ve Cosge Senkal, 2014). Soguk alginligi, faranjit,

romatizma ve dis agrisi tedavisinde de kullanilmaktadir (Mothana ve ark, 2010).

Anchusa officinalis (Sigir Dili)

Boraginaceae ailesinde yer almaktadir. Giiney ve Orta Avrupa’da dagilim
gostermektedir. Ulkemizde Kuzeybati ve Giiney Anadolu’da goriilmektedir. Pinus
brutia ormani ve tarlalarda yetisen ¢ok yillik bitkilerdir (Sekil Ek A.2) (Bakis ve ark,
2011). Rosmarinik asit ihtiva etmektedir (Al-Sereitia ve ark, 1999). Rosmarinik asit
Boraginaceae ve Lamiaceae ailesinde yaygin olarak bulunan 6nemli bir fenolik
bilesiktir. ~Antiviral, antibakteriyel, anti-inflamatuar ve antioksidan aktivitesi
bulunmaktadir (Park ve ark, 2008).

Cruciata taurica

Rubiaceae ailesinde yer almaktadir. Dogu Yunanistan, Kirim ve Giiney Bat1 Asya’da
dagilim goéstermektedir. Bu tiirlerin kdkeni ve gesitlilik merkezi Iran-Turan bolgesidir

(De Rosa ve ark., 2003). Kuru kayaliklar, tash yerler, kirag¢ meralar ve steplerde
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yetismektedir (Mart, 2006; Kirat, 2009). Bir veya ¢ok yillik, sarimsi-yesil renkli ve sar1
cicekleri bulunmaktadir (Sekil Ek A.3) (Kirat, 2009). Tohum ve yapraklar ezilerek elde
edilen su maya olarak kullanilmaktadir (Mart, 2006).

Delphinium peregrinum (Hezaren Saray Cicegi)

Ranunculaceae ailesinde yer almaktadir. Ulkemizde Trakya, Bati, Giiney ve
Gilineydogu Anadolu bdélgelerinde dagilim gostermektedir. Kalker yamaglar, ekili
tarlalar ve baglarda yetismektedir. Tek yillik ve otsu bir bitkidir (Bakis ve ark, 2011).
Koyu mor ¢igekleri ile karakterizedir (Sekil Ek A.4). Memeliler igin toksik oldugu
bilinmektedir. Iceriginde 40’1n iizerinde alkoloid bulundurmaktadir. Yapilan bir olgu
bildiriminde 13 yasinda bayan hastanin bag agrisi, boyun sertligi, yiiksek ates (38°C) ve
solunum yetersizligi (8 /dakika) ile acil servise bagvurdugu bildirilmektedir. Hastanin
ebeveynlerinin detayli sorgulamasinda migren tedavisi i¢in yaklasik olarak 30 mg bir
bitki tiikettigi ve bu bitki tiriiniin Delphinium peregrinum oldugu saptanmistir.
Literatiirde bu bitki sinifinin toksisite belirtileri; néromiiskiiler felg, kas yorgunlugu ve

solunum depresyonu olarak belirtilmektedir (Rachid ve ark., 2011).

Euphorbia macroclada (Siitlegen)

Euphorbiaceae ailesinde yer almaktadir. Bati Suriye, Kuzey Irak, Ermenistan,
Kuzeybati, Bati ve Orta Iran bolgelerinde dagilim gostermektedir. Ulkemizde Giiney
Anadolu’nun karasal bolgelerinde goriilmektedir. Kayalik yamagclar, mese ve ¢am
ormanlarinda yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil Ek A.5) (Bakis ve ark, 2011).
Egzema, mantar enfeksiyonlari, ar1 ve akrep isiriklarinda kullanildig: belirtilmektedir
(Tuzlaci1 ve Dogan, 2010). Karaman ilinde hemoroid tedavisi i¢in kullanilmaktadir
(Giithan ve Ezer, 2004). Siitli sigillere karst haricen siirilmekte ve kuvvetli miishil
etkisi bulunmaktadir (Tuttu, 2014). Euphorbia tiirlerinin kanser, 16semi ve astim
tedavisinde de kullanmildig1; bazi tilirlerinin sitotoksik, antiviral, antibakteriyel ve

antifungal aktivitelere sahip oldugu belirtilmektedir (Sadeghi-Aliabadi ve ark., 2009).
Moltkia coerulea (Anadolu Taskesen Otu)

Boraginaceae ailesinde yer almaktadir. Tiirkiye, Kuzeybati ve Bati Iran bolgesinde
dagilm gostermektedir. Ulkemizde Anadolu’nun karasal iklim olan bélgelerinde

goriilmektedir. Tagh bozkirlar, tarlalar ve tarla kenarlarinda yetisen ¢ok yillik otsu bir
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bitkidir (Sekil EK A.6) (Bakis ve ark, 2011). Moltkia coerulea flavonoid ve fenolleri
icermektedir. Bu maddelerin antioksidan kapasiteyi arttiran gii¢lii antioksidanlar oldugu
bilinmektedir. Ayrica bazi ¢alismalarda yara iyilesme silirecinde inflamasyonu onledigi

belirtilmektedir (Frahpour ve ark., 2015).

Myosotis ramosissima (Unutma Beni Cicegi)

Boraginaceae ailesinde yer almaktadir. Endemik bir bitki tiiridiir ve lilkemizde Giiney
Anadolu (Igel) bdlgesinde dagilim gostermektedir. Tek yillik ve otsu bir bitkidir (Sekil
Ek A.7) (Bakis ve ark, 2011).

Ranunculus argyraeus (Diigiin Cicegi)

Ranunculaceae ailesinde yer almaktadir. Kuzey Irak bolgesinde dagilim gostermektedir.
Ulkemizde Bati, Orta, Giiney ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde goriilmektedir.
Ciplak calilik ve taslik alanlarda yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil Ek A.8)
(Bakis ve ark, 2011). Ranunculus tiirleri tilkemizde “basurotu, diigiin ¢i¢egi, katir nali,
yag canag1” gibi isimlerle bilinmektedir. Halk arasinda bu genusa ait bitkiler genel
olarak; cilt hastaliklarinin tedavisi, haricen hemoroid tedavisi, yara iyilesmesi,
antiromatizmal, tiiberkiiloz tedavisi, 6dem, abse ve kabizliga kars1 kullanilmaktadir.
Ranunculus tiirleri flavonoidler, saponinler, alkoloitler, yag asitleri ve organik asit gibi
fitokimyasallar1 icermektedir. Ranunculus tiirlerinin antiinflamatuvar, antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri oldugu belirtilmektedir (Fafal Erdogan, 2013).

Veronica multifida (Mine Cigegi)

Scrophulariaceae ailesinde yer almaktadir. Dogu Bulgaristan ve Kafkasya bolgelerinde
dagilim gostermektedir. Seyrek ormanlar, c¢aliliklar, kayalik yamaglar, bozkirlar,
otlaklar ve nadas tarlalarda yetisen ¢ok yillik odunsu otlardir (Sekil Ek A.9) (Bakis ve
ark, 2011).

Vicia canescens ssp. gregaria (Fig)

Fabaceae ailesinde yer almaktadir. Kuzey Irak’ta dagilim gostermektedir. Ulkemizde
Giineydogu Anadolu’da goriilmektedir. Kayalik yamaglarda yetisen ¢ok yillik otsu bir
bitkidir (Sekil Ek A.10) (Bakis ve ark, 2011
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Calismada; Termal marka Soxhlet Ekstraktorii, IKA HB 10 marka Rotary Evaporatér,
Niive marka otoklav ve etiivy, Thermo MultiScanGO marka mikroplaka

spektrofotometresi, mikro pipetler kullanilda.

Deneylerde AppliChem marka DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), Merck marka Gallik
asit, Merck marka Folin reaktifi, Merck marka Sodyum karbonat (Na,COs), Merck
marka Sodyum kloriir (NaCl), Merck marka Etanol, Merck marka Hekzan ve Sigma-
Aldrich marka Metanol kullanildu.

Mikroorganizmalarin iiretilmesi, antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in Mueller
Hinton Agar (Fluka marka) ve Mueller Hinton Broth (Merck marka) besiyerleri
kullanildi. Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziilerek, pH ayarlamalar1 yapildiktan sonra,
otoklavda 1,1 atmosfer basin¢ altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile steril edildi.

Calismada kullanilan besiyerleri Merck ve Fluka firmalarindan temin edildi.

3.1.2. Kullanilan Bitkiler

Bu ¢alismada, Rubiaceae Familyasina ait Cruciata taurica, Euphorbiaceae Familyasina
ait Euphorbia macroclada, Scrophulariaceae Familyasina ait Veronica multifida,
Fabaceae Familyasina ait Vicia canescens ssp. gregaria, Ranunculaceae Familyasina ait
Delphinium peregrinum ve Ranunculus argyraeus, Boraginaceae Familyasina ait
Alkanna orientalis, Anchusa officinalis, Moltkia coerulea, Myosotis ramosissima
bitkileri kullanildi. Belirlenen bitkiler Ilkbahar déneminde Karadag, Karaman-Eregli
yolu ve Karamanoglu Mehmetbey Universitesi kampiis alamindan topland:. ilgili

literatiir (Alkan ve Kogak, 2012) yardimiyla tiir tanimlar1 yapildi.

3.1.1. Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Elde edilen bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti i¢in bakteri suslari,
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimi,
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
Calismada kullanilan gram pozitif olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213,

Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis; gram negatif olarak
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Escherichia coli ATCC 43895, Proteus vulgaris, Agrobacterium tumefaciens ve
Klebsiella pneumonia adli test mikroorganizma kiiltiirleri kullanildi. Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli disindaki mikroorganizmalar laboratuvar izolati olarak elde
edildi.

3.2. Metot

3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Elde Edilmesi

Bitkilerin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in farkli ¢oziiciiler
(su ve hekzan) kullanilarak ekstreleri elde edildi. Bitkilerin gévde kisimlar1 kullanildi.
Kurutulan bitkiler porselen havanda pargalanarak toz haline getirildi. Moltkia coerulea,
Euphorbia macroclada, Veronica multifida ve Anchusa officinalis’den 10’ar g;
Ranunculus argyraeus’dan 6 g; Cruciata taurica, Myosotis ramosissima ve Alkanna
orientalis’den 5’er g; Vicia canescens ssp. gregaria ve Delphinium peregrinum’dan 4’er
g tartilarak kartuslara koyuldu. 300 mL saf su ve hekzan kullanilarak Soxhlet
ekstraktorii ile bitki ekstreleri elde edildi. Rotary evaporator kullanilarak elde edilen
ekstrelerdeki ¢oziiciiler uguruldu (Nostro ve ark., 2000; Toroglu ve Cenet, 2006). Her

bir bitki ekstresi i¢in uygun ¢oziicii kullanilarak konsantrasyonlar hazirlandi.

3.2.2. Toplam Fenolik Madde I¢eriginin Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik madde igerigi Singleton ve Rossi (1965)’nin
uyguladigi yonteme gore belirlendi. Ekstrelerin 10 mg/mL’lik konsantrasyonlari
kullanildi. Saf su ile elde edilen ekstreler i¢in her kuyucuga 20 pL 6rnek tizerine 20 pLL
Folin reaktifi (2N) eklenerek pipetajlama ile karistirildi ve 3 dk karanlik ortamda inkiibe
edildi. Ardindan tizerine 20 pL %35 ‘lik sodyum karbonat ve 140 pL dH,O eklenerek
10 dk karanlik ortamda bekletildi. Hekzan ile elde edilen ekstreler i¢in kendi ¢oziiciisii
kullanildi. 725 nm ‘de kor tiipe karsi absorbans degerleri belirlendi. Standart olarak
gallik asit (0,01- 0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,5- 1 mM) kullanild1. Gallik asit kalibrasyon
egrisindeki denklemden yaralanarak her 1 mg ekstre iginde bulunan toplam fenolik
madde igerigi belirlendi. Her bir 6rnek 3 tekrarla test edildi. Standart hatalar Microsoft

Office Excel programi kullanilarak hesaplandi.
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3.2.3. DPPH Radikal Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH radikalini siiplirme kapasitesi oOlgiilerek
belirlendi. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna (1958) gore yapildi.
Bitki ekstreleri farkli konsantrasyonlarda (0,1- 0,2- 0,3- 0,4- 0,5- 1- 2- 4- 6- 8- 10- 40
mg/mL) ve uygun solvent kullanilarak hazirlandi. Yonteme gore her bir mikroplaka
kuyucuguna 20 pL ekstre lizerine 180 pL. DPPH (metanol igerisinde 0,06 mM)
eklenerek 60 dk karanlik ortamda bekletildi. 517 nm’de kor tiipe karst absorbans
degerleri Olgiilerek DPPH serbest radikalinin indirgenmesi belirlendi. Standart olarak
gallik asit (0,01- 0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,5- 1 mM) kullanildi. DPPH inhibisyonu (%)
asagidaki esitlige gore hesaplandi. FElde edilen inhibisyon verileri 0ziit
konsantrasyonuna gore grafige gecirildi ve elde edilen grafik denklemi kullanilarak
baslangic DPPH konsantrasyonunu %50 azaltmak i¢in gerekli olan ornek
konsantrasyonu (ECsp) hesaplandi (Sutay Kocabas ve ark., 2015). Reaksiyon
ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili antioksidan
konsantrasyonu ECsy (veya ICsp) degeri olarak tanimlanmaktadir. Her bir &rnek 3
tekrarla test edildi. Standart hatalar Microsoft Office Excel programi kullanilarak
hesaplanda.

DPPH'in absorbans degen-Ekstrenin absorbans degeri

Radikal vakalama aktivitesi (%6)=100X
DPPH'in absorbans degen

3.2.4. Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Antimikrobiyal Etkinin Disk Difiizyon Yoéntemi ile Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarmin antimikrobiyal aktiviteleri gram pozitif (Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) ve gram negatif
(Escherichia coli, Proteus vulgaris, Agrobacterium tumefaciens, Klebsiella pneumonia)
mikroorganizmalara karsi test edildi. Belirlenen mikroorganizmalar Mueller hinton
broth besiyerinde tiretildi. Bir gece inkiibasyondan sonra iiretilen mikroorganizmalar 0,5
Mc Farland (10°KOB/mL) standardina esit olacak sekilde hazirlandi. Mueller Hinton
Agar besiyeri tizerine 100 pL hazirlanan test mikroorganizmalarindan alinarak steril

drigalski 6zesi ile petrinin her yerine homojen olacak sekilde yayma ekim yapildi. Bitki

69



ekstreleri 6 mm capinda bos antimikrobiyal test disklerine tek ylize 20 pL olarak
emdirildi ve steril pens yardimiyla agar yiizeyine yerlestirildi. E. coli, B. subtilis, B.
licheniformis, S. aureus, E. faecalis, P. vulgaris, K.pneumonia 35°C ye A. tumefaciens
ise 28°C ye konularak 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
disklerin ¢evresinde meydana gelen inhibisyon zonlarmin c¢aplart Olglilerek
antimikrobiyal aktivite incelenip kaydedildi (CLSI, 2006). Her bir 6rnek 3 tekrarla test
edildi. Standart antibiyotik olarak Penisilin (10 u/disk), Gentamisin (10 pg/disk),
Tetrasiklin (30 pg/disk), Ampisilin (10 pg/disk) ve Oksasilin (1 pg/disk) kullanildi.

3.2.4.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerinin Saptanmasi

Yapilan antibiyogram testi sonuclarina gore, kullanilan mikroorganizmalar iizerine 8
mm ve iizerinde inhibisyon zonu olusturan bitkilerin MIK calismas1 yapildi. MIK
degerini belirlemek i¢in mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Bitki ekstreleri 0.005, 0.01,
0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.25, 0.35, 0.5, 1, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda steril olarak
hazirlandi. Bir glin 6nceden ekilen (18-24 saat) ve uygun sicaklikta inkiibe edilen test
organizmalarinin (B. licheniformis, A. tumefaciens, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis)
konsantrasyonlar1 0,5 Mc Farland standardi (10°KOB/mL) kullanilarak 10*KOB/mL
olacak sekilde steril Mueller Hinton broth besiyeri kullanilarak ayarlandi. Mikro plaka
tizerinde kuyucuklar uygun konsantrasyonlara gore belirlendi. Kuyucuklara 100 pl
uygun konsantrasyonda hazirlanan organizma ve 100 ul uygun konsantrasyonda

hazirlanan bitki 6rnekleri ekildi. 5 farkli sahit hazirlandi,

- 100 pl uygun hazirlanmig organizma+ 100 pl steril besiyeri
- 100 pl uygun konsantrasyonda 6rnek +100 pl steril besiyeri
- 100 pl steril besiyeri+ 100 pl steril su

- 100 pl steril besiyeri+ 100 ul hekzan

- 200 pl steril besiyeri

Mikro plakalarin {izeri steril bir aliminyum folyo ile kapatildi ve B. licheniformis, S.
aureus, E. faecalis, B. subtilis 35°C” de; A. tumefaciens 28°C’ de inkiibe edildi. 18-20
saat sonunda hem gozlemleme yoluyla hem de 660 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii.
%0,1°1ik kristal viyole hazirlandi. Her kuyucuga 75 ul eklenerek 5 dakika bekletildi.
595 nm’de absorbansi 6l¢iildii (Andrews, 2001). Her bir 6rnek 3 tekrarla test edildi.
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4. BULGULAR

Gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucu, bitkilerden ekstrakte edilebilen bilesiklerin
miktart 81-808 mg/g kurutulmus bitki materyali araliginda degismektedir. Bitkilerden
ekstrakte edilebilen bilesiklerin ekstraksiyon verimleri Cizelge 4.1’de goriilmektedir.
En disiik ekstraksiyon veriminin 81 mg/g olarak Euphorbia macroclada ve Moltkia
coerulea bitkilerinin hekzanl ekstraksiyonunda oldugu belirlendi. En yiiksek verim ise
808 mg/g olarak Alkanna orientalis bitkisinin su ekstraksiyonunda oldugu saptandi.
Cizelge 4.1’e gore su kullanilarak elde edilen ekstraksiyon verimi hekzan
ekstraktlarindan daha fazla olarak belirlendi. 1 mL’deki 6ziit konsantrasyonlar
Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4. 1 Orneklerin ekstraksiyon verimi

Ekstrakt
Kullamlan —'gy Oziitii | Hekzan Su Ozitii Hekzan Oziitii
Bitkiler (mg/g) Oziitii Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
(mg/g) (mg/mL) (mg/mL)

Alkanna
E | orientalis 808 112 449 182
o
2 [ Anchusa
= | officinalis 515 122 429 245
o A
% | Cruciata
% | taurica 520 184 433 184
& [Delphinium
'% peregrinum 583 188 466 250
S | Euphorbia
§ macroclada 459 81 656 203
5 | Moltkia
= | coerulea 643 81 643 270
'-i Myosotis
E ramosissima 724 142 453 236
'S | Ranunculus
E argyraeus 558 201 558 450
~ | Veronica

multifida 576 106 720 353

Vicia canescens

ssp. gregaria 578 233 578 232
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4.1. Toplam Fenolik Madde icerigi

Fenolik bilesiklerin, antioksidan aktivitesinde belirleyici grup olmalarindan dolayzi,
orneklerin ilk olarak toplam fenolik madde miktar1 analizleri yapildi. Toplam fenolik
madde tayini i¢in ekstrelerin 10 mg/mL’lik konsantrasyonlari kullanildi. Toplam
fenolik madde miktarin1 belirlemek icin gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izildi ve buradan

elde edilen gallik asit denklemi hesaplamalar igin kullanildi (Sekil Ek B.1).

Orneklerin su ekstresinde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek 2,65 mM GAE
(Gallik asit esdegeri) olarak Cruciata taurica olarak saptandi. Sirasiyla Euphorbia
macroclada, Myosotis ramosissima, Veronica multifida, Anchusa officinalis, Alkanna
orientalis, Moltkia coerulea, Delphinium peregrinum ve Ranunculus argyraeus seklinde
siralandi. En diisiik toplam fenolik madde miktarin ise 0,52 mM GAE olarak Vicia
canescens ssp. gregaria bitkisinde oldugu goriildii (Sekil 4.1). Orneklerin hekzan
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar: ise 0,28-0,36 mM GAE arasinda degisen
degerler olarak saptandi. Sonuglara bakildiginda hekzan oziitlerinin toplam fenolik
madde miktar1 genel olarak birbirine yakin degerler olarak elde edildi (Sekil 4.2). Su
Oziitlerinin toplam fenolik madde miktarinin hekzan 6ziitlerinden yiiksek oldugu

saptandi.

10 mg/mL konsantrasyonda hesaplanan toplam fenolik madde miktarlar1 kullanilarak 1
g kuru ornekteki toplam fenolik madde miktart mM GAE olarak hesaplandi. Cizelge
4.2’ye gore su ekstreleri i¢in kuru Ornekte en yiliksek toplam fenolik madde miktar
7213,03 mM GAE/1 g kuru 6rnek olarak Myosotis ramosissima bitkisinde goriildii. En
diisiik toplam fenolik madde miktari ise 1510,27 mM GAE/1 g kuru 6rnek olarak Vicia
canescens ssp. gregaria bitkisinde goriildii. Hekzan ekstreleri igin kuru ornekte en
yiiksek toplam fenolik madde miktar1 366,55 mM GAE/1 g kuru ornek olarak Vicia
canescens ssp. gregaria bitkisinde saptandi. En diisiik toplam fenolik madde miktari ise

114,50 mM GAE/1 g kuru 6rnek olarak Euphorbia macroclada’da goriildii.
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Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mM GAE)
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Test Edilen Bitkiler

Sekil 4. 2 Hekzan 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarlar
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Cizelge 4. 2 Kuru 6rneklerin 1 gramindaki toplam fenolik madde miktar1™*

Fenolik I¢cerik (mM GAE/1 g kuru 6rnek)
Bitki Tiirii Su Ekstreleri Hekzan Ekstreleri

Alkanna orientalis 4941,09 165,39
Anchusa officinalis 3581,34 222,29
Cruciata taurica 6884.87 328,52
Delphinium peregrinum 3028,13 325,19
Euphorbia macroclada 4678,82 114,50
Moltkia coerulea 3346,18 129,87
Myosotis ramosissima 721303 242,03
Ranunculus argyraeus 274,17 348,08
Veronica multifida 535354 172,18
Vicia canescens ssp.

gregaria 1510,27 366,55

*Veriler; Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki verilere gore hesaplanmustir.

4.2. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Yakalama Etkileri

Test edilen bitkilerin su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH yakalama
aktivitelerine bakildi. Cruciata taurica (%72,70), Euphorbia macroclada (%72,44) ve
Myosotis ramosissima (%70,72) en yiiksek aktiviteyi 1 mg/mL konsantrasyonda;
Alkanna orientalis (%69,64), Anchusa officinalis (%71,71), Delphinium peregrinum
(%70,83) ve Veronica multifida (%70,68) en yiiksek aktiviteyi 2 mg/mL
konsantrasyonda; Moltkia coerulea (%68,10), Ranunculus argyraeus (%70,21) ve Vicia
canescens ssp. gregaria (%15,29) en yiiksek aktiviteyi 4 mg/mL’lik konsantrasyonda
gosterdi. Test edilen bitkilerin su ekstrelerinin  DPPH yakalama aktivitelerine
bakildiginda, en yiiksek oran Cruciata taurica bitkisinin 1 mg/mL’lik
konsantrasyonunda %72,70 olarak goriildii. Test edilen 6rneklerin igerisinde en diisiik
DPPH yakalama aktivitesi Vicia canescens ssp. gregaria orneginde saptandi (Cizelge
4.3).

Test edilen bitkilerin hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH yakalama
aktivitelerine bakildi. Anchusa officinalis (%6,20) ve Delphinium peregrinum (%6,66)
en yliksek aktiviteyi 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonda; Alkanna orientalis (%7,05) ve
Vicia canescens ssp. gregaria (%9,53) en yiiksek aktiviteyi 1 mg/mL konsantrasyonda;

Cruciata taurica (%12,80), Euphorbia macroclada (%5,66), Moltkia coerulea
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(%12,23), Myosotis ramosissima (%8,40), Ranunculus argyraeus (%11,68) ve Veronica
multifida (%6,29) en yiiksek aktiviteyi 2 mg/mL konsantrasyonda gosterdi. Test edilen
bitkilerin hekzan ekstrelerinin DPPH yakalama aktivitelerine bakildiginda, en yiiksek
oran Cruciata taurica bitkisinin 2 mg/mL’lik konsantrasyonunda %12,80 olarak
goriildii. Test edilen hekzan ekstreleri icerisinde en diisiik DPPH yakalama aktivitesi
Veronica multifida 6rneginde saptandi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3 Su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH radikallerini yakalama
aktiviteleri*

DPPH Yakalama Aktivitesi (%)

Bitki Tiirii Konsantrasyon (mg/mL)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1 2 4

2,96+ 7,87+ 12,81+ | 19,75+ | 23,62+ | 44,48+ | 69,64+ | 67,85+
Alkanna 0,15 0,89 0,11 1,72 1,28 0,58 0,60 0,11
orientalis

5,46t 12,28+ 18,02+ | 24,66+ | 29,31+ | 58,82+ | 71,71+ | 67,69+
Anchusa 1,23 0,53 1,66 1,20 1,58 0,56 1,00 0,49
officinalis

9,19+ 28,40+ 35,53+ | 54,64+ | 63,83+ | 72,70+ | 70,62+ | 69,54+
Cruciata 411692 | 1,17 2,55 1,24 3,87 0,80 2,29 1,88
taurica

5,03+ 10,70+ 14,02+ | 23,92+ | 25,94+ | 44,48+ | 70,83+ | 67,38+
Delphinium 1,32 2,26 0,81 1,44 2,84 1,73 1,47 0,45
peregrinum

11,49+ 22,51+ 27,03+ | 43,52+ | 47,66+ | 72,44+ | 68,62+ | 58,32+
Euphorbia 1,15 1,15 2,35 2,51 1,05 0,10 0,71 0,89
macroclada

2,74+ 4,78+ 7,22+ 12,96+ | 17,93+ | 39,36+ | 61,99+ | 68,10+
Moltkia 0,71 2,28 0,60 1,65 1,36 0,97 2,12 0,86
coerulea

11,03+ 28,01+ 43,64+ | 53,03+ | 58,56+ | 70,72+ | 68,58+ | 63,82+
Myosotis 0,78 2,04 0,81 2,71 0,58 0,31 0,55 0,42
ramosissima

5,62+ 9,33+ 11,24+ | 1498+ | 17,73+ | 32,37+ | 57,00+ | 70,21+
Ranunculus | 1,16 0,02 1,24 0,94 0,67 0,65 1,25 0,85
argyraeus

8,22+ 25,84+ 38,22+ | 48,03+ | 59,92+ | 70,01+ | 70,68+ | 62,58+
Veronica 0,05 1,07 2,28 0,68 2,01 0,99 0,89 0,65
multifida

0,78+ 0,18+ 0,43+ 1,94+ 342+ | 2,57+ 3,12+ 15,29+
Vicia 1,56 453 1,18 2,70 2,14 3,76 0,41 0,04
canescens

Ssp. gregaria

*: Veriler; farkli konsantrasyonlardaki yiizde ortalamasi+ standart hatasi olarak verilmistir.
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Cizelge 4.4 Hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH radikallerini yakalama
aktiviteleri*

DPPH Yakalama Aktivitesi (%)

Bitki Tiirii Konsantrasyon (mg/mL)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1 2 4

4,15+ 5,56+ 5,54+ | 6,18 | 6,10+ | 7,05+ | 6,42+ | 0,39+
Alkanna 2,78 1,74 3,79 0,64 0,41 3,23 1,97 0,31
orientalis

6,20+ 3,46+ 5,49+ | 4,53+ | 539+ | 545+ |531+ | 3,62+
Anchusa 1,37 0,91 1,71 0,22 0,26 0,75 1,18 0,31
officinalis

5,56+ 4,65+ 790+ | 8,26+ |8,32+ |9/48+ | 12,80+ | 12,75+
Cruciata 2,23 1,29 1,03 0,38 3,77 2,36 1,58 0,49
taurica

6,66+ 4,27+ 5,59+ 3,94+ 6,57+ 5,18+ 5,24+ 4,00+
Delphinium 2,49 3,01 1,16 1,16 1,61 2,82 2,72 2,77
peregrinum

5,62+ 5,55+ 3,36+ 3,69+ 4,56+ 5,50+ 5,66+ 4,40+
Euphorbia 1,27 1,14 2,55 2,66 1,79 0,07 1,12 0,54
macroclada

0,44+ 0,87+ 4,09+ |3,08% | 1,40+ | 1127+ | 12,23+ | 0,32+
Moltkia 0,85 0,85 0,90 0,90 0,79 0,78 1,60 1,34
coerulea

6,67+ 7,48+ 6,55+ 6,04+ 8,39+ 7,37+ 8,40+ 6,40+
Myosotis 1,38 0,07 1,25 0,87 0,82 1,56 0,92 1,99
ramosissima

8,19+ 11,20+ 8,95+ 7,31+ 9,28+ 9,03+ 11,68+ | 4,66+
Ranunculus | 1,05 0,49 1,71 1,17 1,11 0,24 0,58 1,95
argyraeus

0,04+ 2,36+ | 1,39+ | 1,90+ | 3,98+ | 6,29+ | 1,84+

Veronica _ 0,86 0,33 1,00 0,61 1,31 1,59 0,75
multifida

0,03+ 1,63+ 4,44+ 4,98+ 5,82+ 9,53+ 8,15+ 6,18+
Vicia 1,10 1,22 1,32 1,54 0,25 1,21 2,22 0,61
canescens

ssp. gregaria

*: Veriler; farkli konsantrasyonlardaki ylizde ortalamasi+ standart hatas1 olarak verilmistir.

Hesaplanan ECso degeri ne kadar diisiikse Orneklerin antioksidan aktivitesi o kadar
yiiksektir. Ornek ekstraktlarmin elde edilen ECsy degerleri Cizelge 4.5°de verilmistir.
Orneklerin ECsp degerleri ekstreler agisindan kiyaslandiginda biiyiik farklilhik goriildii.
Alkanna orientalis’in su ekstresinin ECsp degeri 1,19 mg/mL iken hekzan ekstresinin
ECso degeri 23,50 mg/mL olarak saptandi. Vicia canescens ssp. gregaria disinda
incelenen tiim Orneklerin su ekstrelerinin ECsy degerleri hekzan ekstrelerinden daha
diisiik olarak belirlendi. Vicia canescens ssp. gregaria’nin su ekstresinin ECsy degeri
13,14 mg/mL iken hekzan ekstresinin ECsy degeri 4,85 mg/mL olarak belirlendi. Su
ekstreleri birbiri ile karsilastirildiginda en diisitk ECsp degerini 0,38 mg/mL olarak
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Cruciata taurica, en yiiksek ECsp degerini 13,14 mg/mL olarak Vicia canescens ssp.
gregaria bitkisi gosterdi. Hekzan ekstreleri birbiri ile karsilastirildiginda en diisiik ECsp
degerini 4,85 mg/mL olarak Vicia canescens ssp. gregaria, en yiiksek ECsy degerini
168,40 mg/mL olarak Anchusa officinalis bitkisi gosterdi. Ozellikle Vicia canescens ssp.
gregaria bitkisinin su ve hekzan ekstreleri kiyaslandiginda; su ekstresinin diger ornekler
icinde en diisiik antioksidan aktiviteyi gosterdigi, hekzan ekstresinin diger ornekler

icinde en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi saptandi.

Cizelge 4. 5 Orneklerin DPPH yakalama aktivitelerinin ECs degerleri*

Bitki Tiirii Su (mg/mL) Hekzan (mg/mL)
Alkanna orientalis 1,19+0,17 23,50+0,64
Anchusa officinalis 0,85+0,03 168,40+0,51
Cruciata taurica 0,38+0,03 24,02+1,44
Delphinium peregrinum 1,30+0,05 67,014£2,49
Euphorbia macroclada 0,60+0,04 13,75+1,27
Moltkia coerulea 1,46+0,17 107,68+0,79
Myosotis ramosissima 0,39+0,02 43,10+1,38
Ranunculus argyraeus 1,74+0,05 92,60+1,71
Veronica multifida 0,41+0,02 117,63+0,86
Vicia canescens ssp. 13,14+2,05 4,85+1,32
gregaria

Gallik asit 0,14+0,03 0,14+0,03

*: Veriler; ECso degerleri + standart hatasi olarak verilmistir.

4.3. Orneklerin Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkisi

On farkli bitkinin su ve hekzanli ekstraktlarinin test mikroorganizmalar1 {izerine
antimikrobiyal etkileri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi.
Olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.6°daki gibi elde edildi. Kullanilan disk ¢aplari
6 mm’dir. Mikroorganizmalar disk yerlesimine gore disk altinda da tireyebilmektedir.

Bu nedenle 6 mm olan inhibisyon zonlari da kayda gegirildi.

Alkana orientalis bitkisinin su ekstresi kullanilan tiim test mikroorganizmalari {izerinde
antimikrobiyal etki gosterdi. En yiiksek etkisi 14 mm’lik zon ¢ap1 ile A.tumefaciens
tizerinde, en az etki ise 6 mm’lik zon ¢ap1 ile E. coli, K. pneumoniae ve P. vulgaris

tizerinde gozlendi. Alkana orientalis bitkisinin hekzan ile elde edilen ekstresi en yiiksek
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antimikrobiyal etkiyi 11 mm’lik zon ¢ap1 ile A.tumefaciens tizerinde gosterirken, E. coli,

K. pneumoniae ve P. vulgaris iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedi (Cizelge 4.6).

Anchusa officinalis bitkisinin su ekstresi B. licheniformis, K. pneumoniae ve P. vulgaris
tizerinde, hekzan ekstresi ise sadece P. vulgaris tizerinde ¢ok az bir etki gosterdi. Diger

test mikroorganizmalari tizerine etkisi gortilmedi (Cizelge 4.6).

Cruciata taurica bitkisinin su ekstresi 7 mm’lik inhibisyon zonu ile en yiiksek etkisini
A.tumefaciens iizerinde gosterdi. B. licheniformis, B. subtilis ve E. faecalis i¢in 6
mm’lik inhibisyon zonu ile ¢ok az etki gosterdi. Ancak diger test mikroorganizmalarina
etkisi gozlenmedi. Cruciata taurica bitkisinin hekzan ekstresi ise E. faecalis ve K.
pneumoniae tizerinde ¢ok az etki gosterirken diger test mikroorganizmalar1 {izerinde
herhangi bir etki gozlenmedi (Cizelge 4.6). Delphinium peregrinum bitkisinin su
ekstresi 9 mm’lik inhibisyon zonu ile en yiiksek etkiyi S. aureus iizerinde gosterdi. B.
subtilis, E. coli ve E. faecalis iizerinde antimikrobiyal etki gostermedi. Delphinium
peregrinum bitkisinin hekzan ekstresi E. faecalis tizerinde ¢ok az etki gosterirken diger

mikroorganizmalar tizerinde etki gostermedi (Cizelge 4.6).

Euphorbia macroclada bitkisinin su ekstresi en fazla 8 mm inhibisyon zonu ile
A.tumefaciens tizerine etki gosterirken, S. aureus’da 7 mm, B. licheniformis’de 6 mm
inhibisyon zonu olusturdu. Diger test mikroorganizmalar1 iizerinde etki goriilmedi.
Euphorbia macroclada bitkisinin hekzan ekstresi hi¢bir mikroorganizma {izerine

antimikrobiyal etki gostermedi (Cizelge 4.6).

Myosotis ramosissima bitkisinin her iki ekstresi E. coli ve P. vulgaris tizerinde ¢ok az
antimikrobiyal etki gosterirken, diger mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki
gostermedi (Cizelge 4.6). Ranunculus argyraeus bitkisinin su ekstresi sadece B.
licheniformis tizerinde ¢ok az antimikrobiyal etki gosterirken diger mikroorganizmalar
tizerinde etki gostermedi. Ranunculus argyraeus bitkisinin hekzan ekstresi K.
pneumoniae ve P. vulgaris disinda higbir mikroorganizma iizerine antimikrobiyal etki
gostermedi (Cizelge 4.6). Vicia canescens ssp. gregaria bitkisinin her iki ekstresi K.
pneumoniae ve P. vulgaris iizerinde ¢ok az antimikrobiyal etki gosterirken, diger
mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etki gostermedi (Cizelge 4.6). Veronica
multifida ve Moltkia coerulea’nin her iki ekstresi de test edilen mikroorganizmalarin

hi¢birine antimikrobiyal etki gostermedi (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4. 6 Orneklerin disk difiizyon ydntemi ile antibiyogram sonuglar1*
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(2] > [<F] > [<F] > [<3] S [<F] =] [<3) =S 5] S [3)
Al Tl T |H| I || I | I || I || IT| | I
A. tumefaciens 14|11 | - - 7 - |7 - 8 - - - - - - -
B. licheniformis | 11 | 10 | 6 - 6 - 8 - 6 - - - 6 - - -
B. subtilis 12| 8 - - 6 - - - - - - = - - - B
E. coli 6 |-|-1-|-1-1-{-/1-1-16/|6]-1-1-1-
E. faecalis 10 9 | - - 6 | 6 - 6 - = - - - - - -
K. pneumoniae 6 - 6 - - 6 | 7 - = - - - - 6 1 61| 6
P. vulgaris 6|-|6|6|-|-17|-|-]|]-16|6]|]-]61]6]86
S. aureus 10| 9 - - - - 9 - 7 - - - a - N R

*: -: Inhibisyon zonu yok; Zon ¢aplari: mm

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi standart antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina karsi

antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda, tiim suslarin gentamisin ve tetrasikline

duyarli oldugu, penisilin G’ye karsi ise bazi test mikroorganizmalarinda direng gelistigi

tespit edildi.

Cizelge 4. 7 Standart antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina kars1 olusturduklar1 inhibisyon

zonlar1

Mikroorganizmalar/ | Penisilin G | Gentamisin Tetrasiklin | Ampisilin | Oksasilin
Antibiyotik 10u/disk 10pg/disk 30ug/disk | 10pg/disk | 1pg/disk

A.tumefaciens - 20 26 10 -

B. licheniformis 26 20 27 * *

B. subtilis 23 21 17 22 12

E. coli 10 15 20 - 13

E. faecalis 22 11 14 * *

K. pneumoniae - 19 14 * *

P. vulgaris - 19 14 * *

S. aureus 27 18 26 14 16

-: Inhibisyon zonu yok; *: Denenmedi; Zon ¢aplari: mm
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4.4. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerleri

Yapilan antibiyogram testi sonuglarina gore kullanilan mikroorganizmalar iizerine 8
mm ve iizerinde inhibisyon zonu olusturan bitkilerin MIK calismas1 yapildi.
Antibiyogram sonuglarina gére; Delphinium peregrinum bitkisinin sulu ekstrakti, B.
licheniformis i¢in 8mm, S. aureus i¢in 9 mm inhibisyon zonu olusturdu. Euphorbia
macroclada bitkisinin sulu ekstrakti, A. tumefaciens i¢cin 8 mm inhibisyon zonu
olusturdu. Alkana orientalis bitkisinin sulu ekstrakti; B. licheniformis i¢in 11 mm, A.
tumefaciens i¢in 14 mm, S. aureus i¢in 10 mm, E. faecalis i¢in 10 mm, B. subtilis i¢in
12 mm inhibisyon zonu olusturdu. Alkana orientalis bitkisinin hekzanli ekstrakti; B.
licheniformis i¢in 10 mm, A. tumefaciens i¢in 11 mm, S. aureus i¢in 9 mm, E. faecalis
icin 9 mm, B. subtilis i¢in 8 mm inhibisyon zonu olusturdu. Belirlenen bitki ekstreleri
ve mikroorganizmalar inkiibasyon siiresi sonunda gozlemleme yoluyla belirlendi.
Ayrica hem 660 nm’de hem de %0,1°lik kristal viyole eklenerek 595 nm’de absorbans

degerleri 6lciildii. Olgiim sonuglarma gére MIK degerleri saptand.

Delphinium peregrinum bitkisinin su ekstresiyle yapilan MIK ¢alismalarinda, gozle ve
absorbans  degerlerinin  sahitlerle  karsilastirilmast  sonucunda 10 mg/mL
konsantrasyonda B. licheniformis ve S. aureus’un bakteriyel gelisimlerini inhibe ettigi

saptandi (Cizelge 4.8).

Euphorbia macroclada bitkisinin su ekstresiyle yapilan MIK calismalarinda, gozle ve
absorbans degerlerinin sahitlerle karsilastirilmasi sonucunda 1 mg/mL konsantrasyonda

A. tumefaciens’in bakteriyel gelisimini inhibe ettigi saptandi (Cizelge 4.8).

Alkana orientalis bitkisinin su ekstresiyle yapilan MIK ¢aligmalarinda, gozle ve
absorbans degerlerinin sahitlerle karsilastirilmasi sonucunda; B. licheniformis igin 5
mg/mL konsantrasyonda, A. tumefaciens, S. aureus, E. faecalis ve B. subtilis i¢in 1

mg/mL konsantrasyonda bakteriyel gelisimlerini inhibe ettigi saptandi (Cizelge 4.8).

Alkana orientalis bitkisinin hekzan ekstresiyle yapilan MIK ¢aligmalarinda, gozle ve
absorbans degerlerinin sahitlerle karsilastirilmasi sonucunda; 1 mg/mL konsantrasyonda
B. licheniformis, A. tumefaciens, S. aureus, E. faecalis ve B. subtilis’in bakteriyel

gelisimlerini inhibe ettigi saptandi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4. 8 Orneklerin bazi test mikroorganizmalarina kars1t MIK degerleri

~*: 8 mm’den az inhibisyon zonu olusturdugu i¢in MiK degeri bakilmadi.
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MIK Degerleri (mg/mL)
Delphinium Euphorbia Alkana Alkana
Kullanilan peregrinum macroclada orientalis orientalis
Mikroorganizmalar | (Su ekstrakti) | (Su ekstrakt) | (Su ekstraktr) | (Hekzan

ekstrakti)
B. licheniformis 10 * 5 1
A. tumefaciens * 1 1 1
S. aureus 10 * 1 1
E. faecalis * * 1 1
B. subtilis * * 1 1




5. TARTISMA ve SONUC

Patojen ve zararlt mikroorganizmalarin mevcut antimikrobiyal maddelere karsi artan
direnci nedeniyle giiniimiizde yeni antimikrobiyal madde kaynaklarma ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni kaynak arayisinda sifali bitkilerin igerigindeki aktif bilesenler en

onemli alan1 olusturmaktadir (Petrosyan ve ark. 2015).

Bu c¢alismada, Karaman il sinirlar1 ve Karadag bolgesinden toplanan Rubiaceae
Familyasina ait Cruciata taurica, Euphorbiaceae Familyasina ait Euphorbia
macroclada, Scrophulariaceae Familyasina ait Veronica multifida, Fabaceae
Familyasina ait Vicia canescens ssp. gregaria, Ranunculaceae Familyasina ait
Delphinium peregrinum ve Ranunculus argyraeus, Boraginaceae Familyasina ait
Alkanna orientalis, Anchusa officinalis, Moltkia coerulea, Myosotis ramosissima
bitkilerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Mevcut bitkilerin
su ve hekzan ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in, DPPH serbest
radikal yakalama aktiviteleri ve toplam fenolik madde igerikleri saptanmistir.
Orneklerin su ekstresinde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek Cruciata taurica
bitkisinde 2,65 mM GAE olarak saptanmistir. Sirasiyla Euphorbia macroclada,
Myosotis ramosissima, Veronica multifida, Anchusa officinalis, Alkanna orientalis,
Moltkia coerulea, Delphinium peregrinum ve Ranunculus argyraeus seklinde
siralanmigtir. En disiik toplam fenolik madde miktarinin ise 0,52 MM GAE olarak Vicia
canescens ssp. gregaria bitkisinde oldugu belirlenmistir. Orneklerin  hekzan
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlart ise 0,28-0,36 mM GAE arasinda degisen
degerler olarak saptanmistir. Sonuglara bakildiginda hekzan oziitlerinin toplam fenolik
madde miktarlar1 genel olarak birbirine yakin degerler olarak goriilmiistiir. Ayn1 bitki
tiirliniin su ve hekzan ekstrelerinin fenolik madde icerikleri farkli olarak saptanmistir.
Orneklerin 10 mg/mL konsantrasyonlarindaki toplam fenolik madde miktarlari
kullanilarak 1 gram kuru Ornekteki toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanmistir.
Buna gore su ekstreleri i¢in 10 mg/mL konsantrasyonda en yiiksek toplam fenolik
madde icerigi Cruciata taurica bitkisinde goriilirken 1 gram kuru ornekte en yiiksek
toplam fenolik madde miktar1 7213,03 mM GAE/1 g kuru ornek olarak Myosotis
ramosissima’da saptanmistir. En diisik fenolik madde miktar1 ise 10 mg/mL
konsantrasyonda oldugu gibi Vicia canescens ssp. gregaria bitkisinde belirlenmistir.

Hekzan ekstreleri igin 10 mg/mL Kkonsantrasyonda en yiiksek toplam fenolik madde
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icerigi Anchusa officinalis ve Cruciata taurica bitkilerinde goriilirken 1 gram kuru
ornekte en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 366,55 mM GAE/l1 g kuru 6rnek
olarak Vicia canescens ssp. gregaria bitkisinde goriilmiistiir. En diisiik fenolik madde
miktar1 ise 10 mg/mL konsantrasyonda oldugu gibi Euphorbia macroclada’da
saptanmistir. Sonuglara bakildiginda en yiiksek fenolik madde igerigi olan bitki kuru
ornekte ve oziitte farklilik gostermistir. Bu farkliligin 1 gram kuru 6rnekten elde edilen

0ziit miktarin farkli olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

DPPH yakalama aktivitelerinin % inhibisyonlarina bakildigt zaman en yiiksek oran
Cruciata taurica bitkisinde goriilmiigtiir. Ancak su ekstresinin 1 mg/mL’lik
konsantrasyonunda  %72,70, hekzan ekstresinde en yiksek 2 mg/mL’lik
konsantrasyonunda %12,80 olarak belirlenmistir. En diisiik % inhibisyon degerleri su
ekstresinde Vicia canescens ssp. gregaria, hekzan ekstresinde ise Veronica multifida
orneginde saptanmistir. Hesaplanan ECsy degerleri kiyaslandiginda en diisiik ECsg
degeri 0,38 mg/mL olarak Cruciata taurica bitkisinin su ekstresinde goriilmiistiir. Vicia
canescens ssp. gregaria disinda incelenen tiim 6rneklerin su ekstrelerinin ECsg degerleri
hekzan ekstrelerinden daha diisiik olarak belirlenmistir. Bu ornekler i¢in su ile elde
edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Vicia
canescens ssp. gregaria bitkisinde ise hekzan ekstresinin antioksidan aktivitesi su
ekstresine gore yiiksek olarak goriilmiistiir. Ayni bitki tiirtinde ¢oziiciiye bagh olarak %
inhibisyon degerleri ve antioksidan aktiviteleri farklilik gdstermistir. Sonuclara gore,
calisilan bitkilerin ¢oziiciilere gore fenolik madde icerigindeki farkliliklarin,
gosterdikleri antioksidan Ozelliklerini etkiledigi agik¢a goriilmiistiir. Bunun yaninda
yiiksek fenolik madde miktarina ve yiiksek radikal yakalama aktivitesine sahip olmanin,
birbirleri ile % 100 paralel olmadigi goriilmiistiir. Caligmamizda hekzan ekstreleri
icinde yiiksek fenolik madde miktar1 Anchusa officinalis’de goriilmesine ragmen ECsg
degeri yiiksek olarak saptanmistir. Bu nedenle tek bir yontemle drneklerin antioksidan
aktivitesi hakkinda karar vermek dogru bir yaklasim olmamaktadir. Antioksidan aktivite
belirlenirken farkli yontemler kullanilmasi ve elde edilen sonuglarin her bir 6zellige

gore belirlenmesinin daha dogru bir yaklasim olacag: diisiiniilmektedir.
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Mavi ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada Erzurum’un kdylerinden toplanan Prangos
ferulacea (Casir), Sedum sempervivoides (Horoz Lelesi), Malva neglecta
(Ebemgiimeci), Cruciata taurica (Sarilik Otu), Rosa pimpinellifolia (Koyun Gozii),
Galium verum subsp. verum (Madavur Otu), Urtica dioica (Isirgan) bitkilerinin su ve
metanolik ekstrelerinin toplam fenolik miktari1 ve DPPH yontemi ile antioksidan
aktivitesini incelemislerdir. Ekstrelerin 50, 100, 250 ve 500 mg/L. konsantrasyonlari
kullanilmistir. Toplam fenolik madde miktarinin ekstre konsantrasyonu ile dogru
orantili olarak arttig1 saptanmustir. Crucita taurica bitkisinin su ekstresinin ECs degeri
0.00022 mg / L olarak denenen ornekler arasinda en diisiik deger olarak bulunmustur.
Bizim ¢alismamizda da en diisiik ECso degeri Cruciata taurica bitkisinin su ekstresinde
belirlenmis ve bu sonucun bizim c¢alismamizla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ancak
arastirma sonucunda metanol ekstrelerinin su ekstrelerinden daha fazla apolar bilesen
icerdigi ve Galium verum subsp. Verum bitkisinin metanol ekstresinin su ekstresine

gore daha etkili bir antioksidan olabilecegi belirtilmektedir.

Farahpour ve ark. (2015) yaptiklart ¢alismada Moltkia coerulea’nin antioksidan
aktivitesi ve yara iyilesmesi {izerine etkilerini arastirmislardir. Folin-Ciocalteu
reaktifiyle toplam fenolik madde miktari, DPPH yoOntemiyle antioksidan giicii
dl¢iilmiistiir. iran’dan toplanan bitkilerin hidroetanolik ¢ozelti ile 48 saat oda 1sisinda
karistirilip stiziilerek ekstraksiyonu yapilmistir. Calisma sonucunda ECsg degeri 9,45
mg/mL, toplam fenolik madde miktar1 ise 122,9 pg gallik asit/mg ekstre olarak
saptanmistir. Arastirma sonucunda antioksidan 6zellikleri ile yara iyilesmesi iizerine
kismen faydali oldugu saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da su ekstrelerinin antioksidan

aktivitesi hekzan ekstrelerinden daha yiiksek olarak bulunmustur.

Giines ve ark. (2014) Hyoscyamus reticulatus’dan elde edilen hekzan ve su 6ziitlerinin
antioksidan kapasitelerini ve antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Antioksidan
kapasite DPPH radikal siiplirme, toplam antioksidan kapasite, demir ve bakir indirgeme
testleri ile arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite ise sivi mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Hekzan ekstreleri 6 saatlik soxhlet ekstraksiyonu ile, su ekstreleri 15
dakika kaynar su i¢inde karistirilarak elde edilmistir. Calisma sonunda 6ziitlerin toplam
fenolik madde miktar1 karsilastirildiginda su ekstresinde daha yiiksek olarak
belirlenmistir. DPPH yakalama aktivitelerine bakildiginda tiim konsantrasyonlarda

(0,25-0,5-1-2 mg/mL) su ekstreleri hekzan ekstrelerinden daha yiiksek aktivite
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gostermistir. Antimikrobiyal etkilerine bakildiginda hekzan ekstrelerinin su ekstrelerine
gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivitesi bulundugu belirtilmektedir. Bizim
calismamizda da DPPH radikal yakalama aktivitelerine bakildiginda su ekstrelerinin %
inhibisyon degerleri hekzan ekstrelerinden daha yiiksek olarak belirlenmistir. Ancak
antimikrobiyal aktivite kiyaslandiginda su ekstrelerinin hekzan ekstrelerinden daha

yiiksek etki gosterdigi saptanmaigtir.

Elgin Cebe ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada Olea europaea var. Europaea (Zeytin)
yaprak inflizyonunun antioksidan aktivitesini TEAK (Trolox Antioksidan Kapasite),
DPPH radikal toplama (DPPH- RT) ve fosfomolibden kompleks indirgeme (FKI)
yontemleri kullanarak arastirmiglardir. Toz haline getirilen drog sicak su ile
karistirllarak 5 dakika oda 1sisinda bekletilmis ve santrifiij edilerek iistte kalan sivi
kism1 ekstrakt olarak kullanilmustir. Incelenen zeytin yaprak inflizyonun, standart olarak
kullanilan butillenmis hidroksitoluen (BHT) antioksidan kapasitelerinin yiizdeleri
seklinde ifade edilecek olursa, TEAK yontemine gore %67, DPPH-RT yontemine gore
%50 ve FKI yontemine gore de %68 oraninda antioksidan kapasiteye sahip oldugu

saptanmistir. Bu kapasite anlamli derecede antioksidan kapasiteyi ifade etmektedir.

Ariduru ve Arabaci (2013) yaptiklart calismada Cigertaze otu (Ada c¢ayi, Salvia
officinalis) bitkisinin etanol, metanol, aseton ve etil asetat ¢oziiciileri ile elde edilen
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini arastirmistir. Toplam fenolik madde tayini Folin
yontemiyle belirlenmis ve en yiiksek deger etanol ekstratinda goézlenmistir. Coziicli
farkliligina gore etanol ekstrakti > metanol ekstrakti > etil asetat ekstrakti >aseton
ekstrakti seklinde siralanmistir. Cigertaze otunun en yiiksek DPPH giderim aktivitesini
% 90,89 degeri ile metanol ekstraktinin gosterdigi saptanmistir. Metanol ekstrakti > etil
asetat ekstrakti >etanol ekstrakti > aseton ekstrakti seklinde siralanmistir. En yiiksek
fenolik madde igerigi gosteren ekstre yiikksek DPPH giderim aktivitesi gdstermemistir.
Bu sonucun, bizim calismamizda hekzan ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri
ve ECsy degerleri arasindaki iliski iginde gecerli oldugu gorilmiistiir. Hekzan
ekstrelerinde en yiiksek fenolik madde igerigi ve en diisiik antioksidan aktivite Anchusa

officinalis’de goriilmiistiir.
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Calismamizin ikinci kisminda mevcut bitkilerin su ve hekzan ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi ile antibiyogram testi
yapilmis ve mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerleri belirlenmistir. Yaptigimiz
calismada; Alkanna orientalis bitkisinin incelenen tiim bitkiler arasinda en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Alkanna orientalis bitkisinin su
ekstresi test edilen tiim mikroorganizma tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. En yiiksek etkiyi 14 mm’lik zon ¢ap1 ile A.tumefaciens lizerinde, en az
etkiyi ise 6 mm’lik zon ¢ap1 ile E. coli, K. pneumoniae ve P. vulgaris tizerinde
gostermistir. B. subtilis, B. licheniformis, E. faecalis ve S. aureus iizerinde sirastyla 12,
11, 10 ve 10 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. Alkana orientalis bitkisinin hekzan
ile elde edilen ekstresi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 11 mm’lik zon c¢ap1 ile
A.tumefaciens itizerinde gosterirken, E. coli, K. pneumoniae ve P. vulgaris {izerinde
antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Veronica multifida ve Moltkia coerulea’nin her
iki ekstresi de test edilen mikroorganizmalarin higbirine antimikrobiyal etki

gostermemistir.

Petrosyan ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir calismada Ermenistan’da deniz
seviyesinden 1500-1600 m yiikseklikten toplanan Alkanna orientalis bitkisinin kok ve
kok menseili kallus dokularindan elde edilen ekstrenin antimikrobiyal aktivitesi
arastirillmistir. %70 etanol ile 15 dakika homojenize edilmis, bir gece bekletilerek
ekstre elde edilmistir. Ekstre 5 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiiz edilmis ve
stipernatant kismi izole edilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi agar diflizyon yontemi ile
belirlenmistir. Standart antibiyotik olarak Ampisilin 50 pg/mL kullanilmistir. Bacillus
mycoides, B. mesentericus, B. megaterium, B. subtilis, Brevibacterium flavum, E. hirae,
Micrococcus luteus, St. aureus, St. citreus, St. roseus, Lactobacillus acidophilus, L.
rhamnosus, E. coli, Salmonella typhimurium, Debaryomyces hansenii ve Pichiaguillier
mondii iizerine antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Yiiksek oranda antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. S. aureus ve B. Subtilis iizerinde olusturdugu
inhibisyon zonlar1 sirasiyla 30, 24 mm olarak, E. coli’nin ise daha az duyarli oldugu
belirtilmistir. Standart antibiyotik ise S. aureus ve B. Subtilis iizerinde sirasiyla 26, 40
mm inhibisyon zonu olusturmustur. Ekstrenin MIK degeri seyreltme ydntemiyle
belirlenmistir. Hazirlanan ekstre konsantrasyonlar1 (500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve

15.625 ng/mL) mikroorganizma kiiltiirlerine denenmistir. S. aureus ve B. Subtilis i¢in
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MIK degeri 125 pg/mL olarak, E. coli igin MIK degeri 500 ug/mL olarak belirtilmistir.
Bizim g¢alismamizda Alkanna orientalis bitkisinin S. aureus ve B. Subtilis tizerinde
sirastyla 12, 10 mm inhibisyon zonu olusturarak denenen bitkiler i¢inde en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi saptanmustir. E. coli iizerinde ise ¢ok az
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Su ve hekzanl ekstraktlarin S. aureus ve B. Subtilis
icin MIK degeri 1 mg/mL olarak saptanmis. Calismalar kiyaslandiginda ekstraksiyon
icin kullanilan bitki kisimlarinin, kullanilan ¢6ziiciiniin ve yetistigi bolgenin farkl

oldugu goriilmektedir. Sonuglardaki farkliligin buna bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Khafagi ve Dewedar (2000) yaptiklari ¢alismada, Misir’da yetisen 60 bitki tiirliniin
hekzan, etil asetat ve etanol ekstrelerinin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Candida
albicans, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes karsi antibakteriyal ve
antifungal aktivitesini arastirmislardir. Alkanna orientalis bitkisi giiglii aktivite
gostermistir. Hekzan ekstresi Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve Proteus
vulgaris tizerinde 21-30 mm inhibisyon zonu olustururken Klebsiella pneumoniae
ve Escherichia coli iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptanmistir. Etil
asetat ve etanol ekstresi Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus iizerine
antimikrobiyal etki gosterirken Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Proteus
vulgaris {izerinde antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda

ise hekzan ekstresi Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus vulgaris

tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermemistir.

Mothana ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir arastirmada Yemen’de geleneksel
tedavide kullanilan 16 bitki tiirlinlin metanol ve sicak su ektresinin DPPH yontemi ile
antioksidan, agar diflizyon yontemi ile Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus
subtilis (ATCC 6059), Micrococus flavus (SBUG 16), Escherichia coli (ATCC 11229),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida maltosa (SBUG) iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi ve sitotoksik aktivitesi aragtirilmistir. Metanol ekstreleri 8
saatlik soxhlet ekstraksiyonu, su ekstreleri ise 70 °C’de 2 saatlik su banyosunda
bekletilerek elde edilmistir.  Alkanna orientalis  bitkisinin  metanol ekstresi
Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis {izerinde 10 mm inhibisyon zonu
olustururken Escherichia coli iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigi

saptanmigtir. Su ekstresi ise hicbir test mikroorganizmasi lizerine etkili olmamustir.
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Standart antibiyotik olarak Ampisilin (10pg/disk) kullanilmis ve Staphylococcus
aureus’ta 25 mm, Bacillus subtilis’te 26 mm, Escherichia coli’de ise inhibisyon zonu
olusturmamustir. Alkanna orientalis ekstrelerinin 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinin DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesine bakildigi zaman;
metanol ekstresi en yliksek aktiviteyi %98,10 olarak 500 pg/mL konsantrasyonda, su
ekstresi %6,29 olarak sadece 1000 pg/mL konsantrasyonda antioksidan aktivite
gOstermistir. Bizim ¢alismamizda ise Alkanna orientalis’in su ekstresi denenen bitkiler
arasinda antimikrobiyal etkisi en yiiksek olarak saptanmistir. Yine su ekstresinin DPPH
% inhibisyon degeri 1 mg/mL konsantrasyonda %44,48 olarak saptanmistir. Sonuglar
kiyaslandiginda Alkanna orientalis’in su ekstresi bizim ¢alismamizda daha etkili olarak
goriilmiistiir. Bu sonucun ekstraksiyon yontemindeki farkliliktan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Al-Mughrab: (2003) tarafindan yapilan bir galismada Urdiin’den toplanan Euphorbia
macroclada bitkisinin patojen bitki mantarlarina karst govde, yaprak ve c¢icek
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Bitki kisimlar1 steril distile su,
petrol eteri, metanol, kloroform ve biitanol ile ekstre edilmistir. Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Pythium sp., Verticillium dahliae, Alternaria solani, Stemphylium
solani, Rhizopus stolonifer, Penicillium italicum, Cladosporium sp. ve Mucor sp. test
mikroorganizmasi olarak kullanilmistir. Ekstreler tiim test patojenlerine antimikrobiyal
etki gostermistir.  GOovde ekstraktlarinin  ¢icek ekstraktlarindan daha  giiglii
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, yaprak ekstraktlarinin ise daha az etkili oldugu
saptanmistir. Ayrica en etkili ¢oziiciinlin biitanol oldugu, suyun orta derecede, petrol
eterinin ise en az etki gosterdigi belirtilmektedir. Bizim ¢aligmamizda bitkinin sadece
yaprak kisimlar1 kullanilmis ve su ekstresinin hekzan ekstresine gore daha etkili oldugu

gOriilmiistir.

Erdogrul ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, Hypericum scabrum bitkisinin etil
asetat, metanol, sodyum hidroksit, su, etanol, piridin ve zeytinyagi ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi in vitro olarak 17 farkli bakteri tiiriine ve bir maya tiiriine kars1
disk difiizyon metodu ile test edilmistir. Sodyum hidroksit ekstresinin Corynebacterium
xerosis UC 9165 disinda tiim test mikroorganizmalarina karsi en yiiksek etkiyi
gosterdigi saptanmistir. Su ve zeytinyagi ekstreleri test mikroorganizmalarinin higbirine

etki gostermemistir. Onbasili ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢calismada Mnium marginatum
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ekstrelerinin antimikrobiyal etkisinin aragtirmiglardir. Ekstre eldesinde ¢oziicii olarak
aseton, kloroform, metanol ve steril distile su kullanilmigtir. Ekstreler bazi gram pozitif
bakteriler, gram negatif bakteriler ve maya kiiltiirleri iizerinde denenmistir. En yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi kloroform, en diistik aktiviteyi distile su ekstresinin gosterdigi
saptanmigtir. Bektas (2011) tarafindan yapilan bir arastirmada Cotinus coggygria
(Scop.) bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Antioksidan
aktivite tayininde DPPH serbest radikali giderme, indirgeme giicii ve ferrik tiyosiyanat
(FTC) yontemleri kullamilmistir. Folin-Ciocalteu metodu ile toplam fenolik madde
miktar1 saptanmistir. Ekstreler su, etanol ve aseton ¢ozeltileri ile elde edilmistir. En
yiiksek toplam fenolik madde miktar1 su ekstresinde saptanirken, farkli ekstrelerin
fenolik madde miktarlar1 farkli olarak saptanmistir. DPPH radikal giderme aktiviteleri
ise yakin degerler olarak saptanmistir. En diisiik ECso degeri ve mikroorganizmalar
tizerinde en fazla antimikrobiyal aktivite su ekstresinde belirlenmistir. Kullanilan
coOziiciye gore antimikrobiyal aktivitede farklilik oldugu saptanmistir. Bizim
calismamizda da bu farklilik goriilmiistiir. Ornegin, Euphorbia macroclada bitkisinin su
ekstresi A.tumefaciens, S. aureus ve B. licheniformis iizerinde sirasiyla 8, 7, 6 mm
inhibisyon zonu olustururken hekzan ekstresi hi¢gbir mikroorganizma iizerinde etki

gostermemistir.

Berber ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada Sinop’da yetisen 15 adet bitki
tiriinlin metanolik ekstresinin antibakteriyel ve antifungal etkileri arastirilmistir.
Ekstreler %70’lik metanolle 1slatilip oda sicakliginda bir gece bekletilmis ve kurutma
kagidindan stiziilerek elde edilmistir. Calismada M. germanica ve L. nobilis bitkilerinin
meyve ve yaprak oOziitlerinin farkli diizeylerde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Calisma sonunda Sinop i¢in endemik bir tiir olan C. speciosus subsp.
xantholaimos’dan elde edilen ekstraktin tim mikroorganizmalar iizerine Onemli

diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak; ayni bitkiden farkli ¢oziiciilerle (su ve hekzan) elde edilen ekstraktlarin
toplam  fenolik madde miktarlari, antioksidan aktiviteleri ve ayni test
mikroorganizmalar1 iizerinde belirlenen antimikrobiyal aktivitelerinin farkli oldugu
gorilmistiir. Bitkilerin fitokimyasal etkilerinin ve kullanilan c¢oziiciilerin farkl
fitokimyasallar1 ¢6zmesi nedeniyle ekstraktlarin farkli antimikrobiyal ve antioksidan

aktivite gosterdigi diigiiniilmektedir. Bircok c¢alisma, farkli bolgelerden toplanan ayni
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bitki tiiriiniin, hatta ayni tiiriin farkli kisimlar1 (yaprak, meyve veya tohum) kullanilarak
hazirlanan ekstrelerin farkli antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarinmi bildirmektedir.
Kullanilan bitki boliimlerinin, ¢d6ziiciilerin, bitkinin yetistigi ¢evre sartlarmin ve
kullanilan test mikroroganizmasi suslarinin farkli olmasi sonuglarda farkliliga neden
olabilmektedir. Yapilan aragtirmalar antimikrobiyal aktivite gosteren bitkilerin sentetik
antibiyotiklere alternatif olabilecegini belirtmektedir. Giiniimiizde mikroorganizma
tiirlerinin degiserek mevcut antimikrobiyal maddelere diren¢ kazanmasi nedeniyle
iilkemizde dogada yetisen bu tiir bitkilerin ila¢ endiistrisine katki saglamak amaciyla
tespit edilmesi, iiretilmesi ve arastirilmasi faydali olacaktir. Aktivite gdsteren bitkilerin
iceriklerindeki maddelerin belirlenerek daha ileri ¢alismalar yapilmasi onerilmektedir.
Ayrica arastirmamizda en yiliksek antimikrobiyal aktivite gosteren Alkanna orientalis
tiirlinlin icerdigi etken maddeler ve kimyasal yapilar agisindan arastirilmasinin 6nemli

olacag diistiniilmektedir.
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EKLER

EKA

Cahsmada Kullanilan Bitkiler

Sekil Ek A. 1 Alkanna orientalis (Tosbaga Otu) bitkisi

Sekil Ek A. 2 Anchusa officinalis (Sigir Dili) bitkisi
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Sekil Ek A. 4 Delphinium peregrinum (Hezaren Saray Cigegi) bitkisi
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Sekil Ek A. 6 Moltkia coerulea (Anadolu Taskesen Otu) bitkisi
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Sekil Ek A. 7 Myosotis ramosissima (Unutma Beni Cicegi) bitkisi

Sekil Ek A. 8 Ranunculus argyraeus (Diigiin Cigegi) bitkisi
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Sekil Ek A. 9 Veronica multifida (Mine Cigegi) bitkisi

Sekil Ek A. 10 Vicia canescens ssp. gregaria (Fig) bitkisi

108



EKB

TOPLAM FENOLIK MADDE iCERiIGiNIN BELIRLENMESI iCiN GALLIK
ASIT STANDARTI

Standart olarak kullanilan gallik asit 0,01- 0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,5 ve 1 mM
konsantrasyonlarda saf su i¢inde hazirlandi. Her kuyucuga 20 uL standartlardan (0,01-
0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,5- 1 mM) koyulup tizerine 20 pL Folin reaktifi (2N) eklenerek
pipetajlama ile karistirildi ve 3 dk karanlik ortamda inkiibe edildi. Ardindan tizerine 20
nL %35 ‘lik sodyum karbonat ve 140 pL dH,O eklenerek 10 dk karanlik ortamda
bekletildi. 725 nm‘de kor tiipe karsi absorbans degerleri belirlendi. Elde edilen

absorbans degerleri kullanilarak gallik asit kalibrasyon egrisi ve denklem elde edildi.

1,2 -

1 - y =1,221x + 0,007
R2=0,989
08

OD (725 nm)

0,6
0,4

0,2

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Gallik Asit Konsantrasyonu (mM)

Sekil Ek B. 1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 I¢in Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
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EKC

DPPH ICIN GALLIK ASIT STANDARTI

Standart olarak kullanilan gallik asit 0,01- 0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 05 ve 1 mM
konsantrasyonlarda saf su i¢inde hazirlandi. Her kuyucuga 20 uL standartlardan (0,01-
0,05- 0,1- 0,2- 0,4- 0,5- 1 mM) koyulup tizerine 180 uLL DPPH (metanol igerisinde 0,06
mM) eklenerek 60 dk karanlik ortamda bekletildi. 517 nm’de kor tiipe kars1 absorbans
degerleri Olciildii. Absorbans degerleri kullanilarak DPPH inhibisyonu (%) asagidaki
esitlige gore hesaplandi. Elde edilen inhibisyon verileri gallik asit konsantrasyonuna
gore grafige gecirildi ve elde edilen grafik denklemi kullanilarak ECsy degeri
hesaplandi. Her bir 6rnek 3 tekrarla test edildi. Standart hatalar Microsoft Office Excel

programi kullanilarak hesaplandi.

DPPH'in absorbans degen-Ekstrenin absorbans degeri
Radikal vakalama aktivitesi (%6)=100X
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Sekil Ek C. 1 DPPH I¢in Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
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DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi (%0)
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Sekil Ek D. 1 Cruciata taurica bitkisi i¢in % inhibisyon grafigi
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EKE

Alkanna orientalis Bitkisinin Su ve Hekzan Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Sekil Ek E. 1 Alkanna orientalis bitkisinin su ekstresinin sekiz test mikroorganizmasina karst
gosterdigi antimikrobiyal aktivite (D1:Ranunculus argyraeus (su), D2:Vicia canescens ssp.
gregaria (su), D3:Alkanna orientalis (su), D4:Anchusa officinalis (su))
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Sekil Ek E. 2 Alkanna orientalis bitkisinin hekzan ekstresinin sekiz test mikroorganizmasina
kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite (E1: Ranunculus argyraeus (hekzan), E2: Vicia
canescens ssp. gregaria (hekzan), E3: Alkanna orientalis (hekzan), E4: Anchusa officinalis
(hekzan))
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