KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

Anemone narcissiflora BITKiSININ KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK

AKTIVITESININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ahmet AHISKALIOGLU

SUBAT 2007
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
Anemone narcissiflora BITKiSININ KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK

AKTIVITESININ INCELENMESI

Ahmet AHISKALIOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
Yiiksek Lisans (Kimya)
Unvam Verilmesi Icin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 11.01.2007
Tezin Savunma Tarihi : 13.02.2007

Tez Danismani : Do¢. Dr. Sevgi KOLAYLI
Jiiri Uyesi : Doc. Dr. Murat KUCUK
Jiiri Uyesi : Yrd. Dog. Dr. Rezzan ALIYAZICIOGLU

Enstitii Miidiirii : Prof. Dr. Emin Zeki BASKENT

TRABZON 2007



ONSOZ

“Anemone narcissiflora Bitkisinin Karakterizasyonu ve Biyolojik Aktivitesinin
Incelenmesi” adli bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir.

Caligmamin planlanmasi ve yiiriitilmesinde her tiirli maddi ve manevi destegini
esirgemeyen danisman hocam sayin Dog. Dr. Sevgi KOLAYLI’ya tesekkiirii borg bilirim.

Laboratuar caligmalarimizda yardimci olan basta degerli hocalarimiz Dog. Dr.
Murat KUCUK olmak iizere, Dog. Dr. Ummiihan OCAK, Yrd. Dog. Dr. Mirag OCAK ve
diger Biyokimya Anabilim Dali ve Kimya Boliimii hocalarima ve arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin Ol¢iilmesinde emegi gecen degerli
hocamiz Yrd. Do¢. Dr. Sengiill ALPAY KARAOGLU’ a ve bitkinin adlandirilmasinda
yardimer olan degerli hocam Dog. Dr. Kamil COSKUNCELEBI’ ye tesekkiirii borg
bilirim.

Ayrica laboratuar imkanlarindan yararlandigimiz Kimya Bolim Bagkani Saymn
Prof. Dr. Nurettin YAYLI’ya tesekkiir ederim.

Ayrica maddi ve manevi destekleri ile hep yamimda olan aileme ve nisanlim

Nagehan Sahinoglu’na sonsuz tesekkiir ederim.

Ahmet AHISKALIOGLU
Trabzon, 2007

II



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ ...ttt sttt I
TCINDEKILER ...ttt e e 1
OZET ettt ettt ettt h ettt ettt et h et ettt et enteeaeenees \Y
SUMMARY .ottt ettt ettt et e st et e e saesaeeseestesseenseessesseensesssenseensens VI
SEKILLER DIZINT. ..o A
TABLOLAR DIZINIL....ooiiiiiiiiiininie e X
SEMBOLLER DIZINT ...ttt seseesenes X
1. GITIS 1rreeereeeeiieeete e e et e ettt e et e e e tteeetaeesbaeessseeassseeesssaeassseeessseesssaeesnseeensseeenssens 1
2. GeNel Bil@IIEr ...coveiiiiiiiieiieeee e e 2
2.1. Bitkilerin Tedavi Amacli Kullanilmast ...........ccccccooeoiiiiiiiiiiiiiiiiiceeiieee, 2
2.2 Serbest Radikaller ve Genel OzelliKIEri ...........cccoevvvereererereerreceeeeienrenans 3
2.3. Antioksidanlar....... ... 4
2.4, Bitkiler Tarafindan Uretilen Bazi Antioksidan Maddeler .......................... 5
2.4.1. E VItAMINT .ooiiiiiiccece e 5
24.2. Karetenoidler ..........ooiiiiiiieieceeee e 7
2.4.3. ASKOTDIK ASIt..eiciiiieiiiieiii et ettt ettt e ere e s e e eeve e e saseeesaveeesaeeesaeeens 7
24.4. Diger Antioksidan ve Antimikrobiyal Etkili Biyomolokiiller................ 9
2.5. Antimikrobiyal Maddeler Hakkinda Bilgi..........ccccceviiiiiiniiiniiiiiee, 12
2.5.1. Antibiyotiklere Duyarlilik Deneyleri ..........ccoceevvieeienciiinieniieieeieeeeeen 14
2511, Dillisyon YONteMI. .. ...uuutintinetit ittt e aeeas 15
2.5.1.2. Diflizyon YONtemi.......oouuiiniiiet e e eeee e e 15
2.6. Bitkilerde Bulunan Biyoaktif Bilesikler......................o 15
2.7. Anzer Yaylasinda Yetisen Anemone narcissiflrora Bitkisi

Hakkinda Bil@i.......ccoooiiiiiiiceece et 17
2.8. GS-MS Hakkinda Bilgi... ....ccceviiiiiiiiiiiieieeiieeieeieeieesie e e 18
3. YAPILAN CALISMALAR ..ottt 20
3.1. Kullanilan Cihazlar ...........coooviiiiiiiniiieeeseeeeeee e 20
3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Deneysel Calismalara Hazirlama islemleri..21

III



3.2.1. Su Buhart Destilasyonu ..........eeecveeeiiieeiieeeiieecee et 21
3.2.2. Soxhlet EKStrasyOnU .........cccveeiuierieiiieniieeieesie ettt 22
3.3. GS-MS i¢in Metanolik Ekstraktlarin Tiirevlendirilmesi ................cc......... 24
3.4. Toplam Fenolik Madde Tayini.........cccceeevievieeiiieniieiiesieeieeeee e 25
3.5. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini ......cccceeevveeerieeerieeeieeeenen. 25
3.5.1. ICso Degerinin Bulunmast .........c.oecuieiiieiienieeiieeieeieecee e 27
3.6. Antimikrobiyal AKtivite Tayini .....c.cccceveeeiiieeiiieeciee e 27
3.6.1. Kloroform ve Metanol Ekstraktlar1 I¢in Antimikrobiyal Aktivite Tayini..27
3.7. Ugucu Yag Ekstraktlar I¢in Antimikrobiyal Aktivite Tayini ................... 28
4. BULGULAR ...ttt et 29
4.1. Ekstrakt Miktar1 ve Konsantrasyonlari ile Ilgili Bulgular.......................... 29
4.2. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi ile Tlgili Bulgular..................c.......... 29
4.3. Toplam Fenolik Madde Miktart ile Tlgili Bulgular..............ccccocooevevrunnnn.. 35
4.4, Antimikrobiyal Aktivite ile I1gili Bulgular...............ccccooovveveveveeeerenennne, 36
4.5. Antioksidan Aktivite ile Tlgili Bulgular...............ccccoveveveveveceeeeeececeeee. 38
4.6. Anemone narCiSiSflora'Bitkisinin Ugucu Bilesenlerinin

Kimyasal Bilesimi ile Tlgili Bulgular ..........c.cccovviiiiiiniiiiieciicieeieeeee 38
4.7. Anemone narcisisflora Bitkisinin Metanolik Fraksiyonunun

Kimyasal Bilesimi ile Ilgili Bulgular ............cccccooviiiiiiiiiiiiiieieieee 40
4.8. Anemone narcisisflora Bitkisinin Kloroformlu Bilegenlerinin

Kimyasal Bilesimi ile Ilgili Bulgular ...........cccccoiiiiiiiiiiiiieieee 41
5. TARTISMA ettt 43
6. SONUC VE ONERILER.........couiiiiiie e 46
7. KAYNAKLAR ettt 47
OZGECMIS

IV



OZET

Yapilan calismada Dogu Karadeniz Bolgesinin Anzer yaylast Onemli bitki
floralarindan Anemone narcissiflora subsp. narcissiflora bitkisi bitkisinin kimyasal
bilesimlerinin aydinlatilmasi ve antioksidan, antimikrobiyal o6zelliklerinin ortaya
cikartilmasidir. Bitki 2004-Haziran Anzer yaylasindan toplandi. Bitkinin kimyasal bilesimi
tic fakli ekstrakt hazirlanarak Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresinde (GC-MS)
incelendi. Bikrinin yaprak, sap ve cicek kisimlarmin su buhari1 destilasyonu ile ugucu
bilesenleri, metanolik ekstraksiyon ile nispeten polar bilesenleri ve kloroform ile
ekstraksiyon ile nispeten apolar bilesenleri tayin edildi. Her {i¢ ekstraktin biyolojik degeri
DPPH radikal temizleme yoniinden ve antibakteriyal yonden incelendi.

Bitkinin ugucu bilesenlerinin ¢esitli terpenlerden olustugu ve yaprak kisminin %
85.5 oranina kimyasal bilesimi aydinlatildi. Metanolik o&ziitlerin daha ¢ok fenolik
bilesiklerde zengin ve kloroformlu 6ziitlerin ise yag asitlerince zengin oldugu tespit edildi.
Ayrica bitkinin her {i¢ kisminin DPPH radikal temizleme yoniinden etkili oldugu fakat
yaprak kisminin metanolik fraksiyonunun hem fenolik madde icerigi bakimindan zengin ve
hem de DPPPH radikal temizleme daha iyi antioksidan o6zellige sahip oldugu bulundu.
Antibakteriyal yonden ise ugucu bilesenlerin sadece Bacillus cereus bakterisi tizerinde etkili
oldugu, diger metanolik ve kloroformlu ekstraklarin ise ¢aligilan 9 bakteriden sadece Bacillus
cereus iizerinde inhibisyon etkisi gostermedigi bulundu.

Sonug olarak Anemone narcissiflora subsp. Narcissiflora bitkisinin kimyasal igerik
yoniinden ve in vitro c¢alismalarda biyolojik etkinlik yoniinden ve antikanserojen

potansiyele sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Anemone narcissiflora, antioksidan, antibakteriyal, GC-MS,
antikanser



SUMMARY

The Determination of Chemical Composition of Anemone narcissiflora subsp.
narcissiflora Extracts and Their Biological Activities

The aim of the current study was to determine chemical composition and
antioxidant and antimicrobial activities of the plants from Anzer Plateau, which famous
with its world-renowned “Anzer Honey.” Thus, Anemone narcissiflora subsp. narcissiflora
plant was collected from Anzer Plateau in June, 2004. The chemical composition of the
plant was investigated by gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS) in its three
different extracts. The essential oils obtained by steam-distillation, the polar components
obtained by methanol extraction, and relatively non-polar components obtained by
chloroform extraction were analyzed in leaves, stems, and flowers of the plant separately.
The biological activities of all three types of samples were investigated through DPPH
scavenging test.

The essential oils of the plant were found to be composed mainly of terpenes, as
most plants, and the highest identification percentage was achieved for leaf essential oils as
85.5% total. Methanolic extracts were showed high phenolic contents and antioxidant
activities. In addition, all three plant parts had high DPPH scavenging activity, while
methanolic fractions were shown to contain higher amounts of phenolics as well as higher
levels of DPPH scavenging, and thus antioxidant, activity. The essential oils showed
antimicrobial activity only against the bacterium Bacillus cereus. All the chloroform and
methanol extracts, interestingly, showed antibacterial activity against eight of the nine
bacteria tested, with no activity against B. cereus.

The results of this study revealed the chemical composition of the essential oils and
antimicrobial activity and antioxidant activity, and thus anticancer potential, of the
chloroform and methanol extracts of the Anzer plant Anemone narcissiflora subsp.

narcissiflora.

Key words: Anemone narcissiflora, antioxidant, antibacterial, GC-MS, anticancer
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SEMBOLLER DiZiNi

CHCL : Kloroform
DMSO : Dimetil siilfoksit
DNA : Deoksiribontukleik asit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

1Cs : %50 inhibisyon konsantrasyonu
LOO : Lipit peroksi radikali

MH : Mueller-Hilton broth

MIC : Minimum inhibitor konsantrasyonu

NADPH : Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
Na,CO; : Sodyum karbonat

NaOH : Sodyum hidroksit

NO. : Azot monoksit radikali
0O, : Oksijen
0O,. : Stiperoksit radikali

ROO. : Alkil perosit radikali
Troloks : 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit

uv : Ultra viyole



1.GIRiS

Diinya iizerinde 750.000.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tiirii oldugu tahmin
edilmekte ve bunlarin 500 bin kadarinin tanimlanmis olup her y1l 2000 kadar yeni bitkinin
tanimlanmas1 yapilmaktadir. Kullanilan tibbi bitkilerin yaklasik 100 bin civarinda oldugu
tahmin edilmektedir. Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif molekiillerin
cok ilgi uyandirmasinin sebepleri kisaca sdyle izah edilebilir (Cotton, 1999);

1) Halk arasinda uzun zamandir tedavi amaclhi kullanilan bitkilerin yan etkilerinin
goriilmemesi,

2) Bazi ilag ve ilkel maddelerin, bitkisel kaynaklardan sentetik yollara nazaran daha ucuza
ve daha kolay elde edilebilmesi,

3) Sentetik ilaglar genellikle tek etkiye sahipken, bitkisel ilaglarin birkag¢ etkiye birden
sahip olmalari,

4) Kimya sanayisi yeterince gelismemis kalkinma yolundaki {ilkelerin memleketlerinde
bitkilerden yararlanarak, kolay ve ucuz bir tedavi imkan1 elde etmek istemeler.

Ulkemizde halkin ¢ogunlugunun kirsal kesimlerden gelmesi ve iilkemizin zengin
bitki florasina sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1 bitkisel amagl tedavi yollar1 olduk¢a
yaygin kullanilmaktadir ve hatta bu tiir ilaglar halk arasinda “kocakar1” ilaglar1 diye
bilinmektedir.

Yapilan bu c¢alismanin amact giiniimiizde popiiler bir arastirma alani haline gelen
bitkisel kaynakli ilaglar alanina katki saglamak i¢in Anemone narcissiflora bitkisinin
kimyasal bilesimini aydinlatmak ve antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerini ortaya

¢ikarmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bitkilerin Tedavi Amach Kullanilmasi

Geleneksel ve tibbi amacgli bitkilerin kullanimi olarak adlandirilan etnobotanik
hakkindaki yazili bildiler M. O 3000’li yillara kadar eski Misir, Hitit, Grek ve Roma
donemlerinde papirus ve diger kaynaklardan tespit edilmistir (Yen, 1993). Anadolu’da
insanlar yontma tas devrinden beri bitkilerden tedavi amagla yararlanmis olup Anadolu’da
yaklasik 200 yil siiren Selguklu doneminde kullanilan bitkisel droglar ve ilaglar hakkinda
0zglin arastirmalar bulunmaktadir. Bu alandaki en 6nemli kaynaklar Dineveri, Ebu Reyhan
Buruni, ve Ibn Baytar’in eserleridir. Ayrica 9. yiizyilda Yakup bin Ishak El Kindi
tarafindan yazilan ugucu yag tasiyan droglar 6nemli eserlerdendir. Osmanlilar doneminde
tibbi bitkileri konu alan dersler Sultan 2. Mahmut zamaninda 1839 yilinda Mekteb-i
Tibbiye-1 Sahane doneminde tip ve eczacilikta okutulmakta idi.

Bitkisel, hayvansal veya madensel olan ve eczacilik, kimya ve boya endiistrisinde
kullanilan etkin maddeler daha ¢ok drog olarak adlandirilirlar. Bitkisel kokenli droglar ¢ok
eski devirlerden beri hastaliklara karsi kullanilirken bitkilerde bulunan etkin bilesikler ve
etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler XIX. Yiizyilin ortasindan sonra arastirilmaya
baslandi. Bitkilerdeki hastaliklar1 tedavi edici Ozellik tasiyan etken maddeler bitkilerin,
cigek, yaprak, tohum, meyve, kok, gdévde, kabuk gibi boliimlerine bulunabilir. Bazi
bitkilerin belirli kistmlar1 kullanilirken bazilarinin tiimiinden yararlanilir. Ornegin thlamur
ve papatyanin sadece ¢icekleri kullanilirken nane ve kekigin tiimii kullanilmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) yaklasik 4 milyar insanin bitkisel tibb1 kullandigim bildirmektedir.
Bitkisel ilaglar daha ¢ok bitki ¢ayi, ham tabletler, konsantreler, olarak kullanilmaktadir.
Bitkisel ilaglarin kullanimi1 daha ¢ok uzak doguda, Hindistan, Cin ve Japonya da yaygin
olmakla birlikte Avrupa da bitkisel ilaglar1 aragtirma ve destekleme dernekleri “European
Societies Cooperation of Phtotherapy (ESCOP) birligi mevcuttur. Diinyada son yillarda
bitkisel amagli yapilan c¢alismalarin yayimlandigr bilimsel dergilerin sayisi da hizla

artmaktadir (Baytop, 1999; Baytop, 2001).



2.2. Serbest Radikaller ve Genel Ozellikleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller en dis elektron kabugundan bir elektron kaybetmis
olduklarindan bu elektron agigin1 kapatabilmek i¢in baska atomlarin elektronlarim
paylasma egilimindedirler. Serbest radikal olusturan kaynaklar radyasyon, viriisler, UV-
isinlar1, X-1ginlari, ozon kozmik 1sinlar, hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin
yanma sonundaki iriinleri, sigara dumani, otomobil egzoz gazlari, sanayi atiklari,
enfeksiyonlar, stres, hiicre metabolizmasinin toksik {irtinleri, bazi tahrip edici kimyasallar,
hasere kontrol ilaglar1 ve bir¢ok baska etkenlerdir.

Radikal tepkimeleri biyoloji ve tipta yagamsal bir neme sahiptir ve yasayan her canl
da her an olugmakta ve kaybolmaktadir Ciinkii radikaller, metabolizmanin normal isleyisi
sirasinda siirekli olarak iiretilmektedir. Molekiiler oksijen (O,) kendisi bir diradikaldir.
Temel haldeki molekiiler oksijen, oksijen atomlarinin her ikisinde de birer ¢iftlesmemis
elektron bulundurur Radikaller, oksijen igerip icermedigine gore iki kisimda toplanirlar.
Oksijen iceren radikaller serbest oksijen radikalleri (SOR) olarak adlandirilirlar.Biyolojik
sistemlerde siklikla kullanilan ve serbest oksijen radikalleri Tablo 1 de verilmektedir (Sies,

1991).

Tablo 1. En sik karsilasilan serbest radikaller ve serbest radikal iireten tiirlerin bazi

ozellikleri

Ad1 Simge Etkisi
Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara tirlinii
Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 10, Yarilanma 6mrii kisa, giiclii oksidatif form
Perhidroksi radikali HO,*  Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu artirir
Peroksil radikali ROO" Perhidroksile oranla daha zay:f etkili, lipidlere lokalize olur
Triklorometil radikali CCl*  CCly metabolizmast iiriinii, karacigerde tiretilen bir radikal
Tiyil radikali RS® Siilfirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel adi
Alkoksil radikali RO® Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO L — argininden in vivo iiretilir
Azot dioksit NO, NO'in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir




2.3. Antioksidanlar

Oldukca aktif molekiiller olan radikallerin ¢ogalmasi canli sistemlerde kontrol
edilemeyen hasarlara yol agabilirler. Antioksidanlar, serbest radikalleri nétralize ederek
oksidasyonunu engelleyen, yavaslatan, durduran bilesiklerdir.  Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak
lipid oksidasyonunu inhibe ederler (Halliwell, 1992).

Antioksidan savunma mekanizmalari oldukg¢a ¢esitli olup bunlardan bazilarini sdyle
0zetlemek miimkiindiir:

1. Radikal metabolit liretiminin énlenmesi,

2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon)

3. Hiicre deformasyonunun onarilmasi

4. Sekonder radikal {ireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

5. Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi.

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak
lizere baglica 2 gruba ayrilir Dogal antioksidanlar etki mekanizmalarina gore enzimatik ve
nonenzimatik olarak iki simifa ayrilir. Sekil 1°de antioksidanlarin smiflandirilmasi
verilmektedir.

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal {irlinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donamimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlayabilecek bir ¢izgide tutmaya g¢alisir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin Ozellikle oksidanlar lehine bozulmasi membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi
hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitiinliiglin bozulmasina ve canlida patolojik
olaylarin gelismesine yol agar.

Antioksidan savunma; radikal metabolit iiretiminin 6nlenmesi, iiretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir
reaksiyonlarmin durdurulmasi1 ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi olarak

tanimlanan bes degisik sekilde yiirtir (Akkus, 1995).



ANTIOKSIDANLAR

<N

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
/ \ BHT, BHA, Troloks, SOD mimikleri

Enzimatik Enzimatik olmayan
-SOD / \
-Katalaz Endojen Eksojen
-Glutatiyon peroksidaz Glutathion Vitamin E
-Glutatiyon S transferaz Seruloplazmin Vitamin A
-Sitokrom oksidaz Bilirubin Vitamin C

Ferritin Flavanoller

Laktoferrin Polifenoller

Urik asit

Haptoglobinler

Sekil. 1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

2.4. Bitkiler Tarafindan Uretilen Baz1 Antioksidan Maddeler

Bitkiler sonsuz sayida biyomolekiil iiretebilme yetenegine sahip canlilardir. Insan
organizmasi tarafindan {retilemeyip bitkisel kaynaklar tarafindan {retilen (eksojen
kaynakli) pek cok biyomolekiiliin vitamin ve antioksidan 6zellikleri vardir. Bu bilesikler
ozellikle halkali ve aromatik yapili molekiiller olup insan organizmasi tarafindan
tiretilemedikleri icin bitkisel gidalarla temin edilirler. Bu tiirbilesiklerin basinda esansiyel

aminoasitler, E , A, C vitaminleri ile ¢esitli fenolik bilesikler ile yag asitleribulunmaktadir.

2.4.1. E Vitamini (a-tokoferol)

E vitamini, tokoferol yapisinda olup ilk olarak Evans ve Sure tarafindan tanimlanmis

ve 1938 yilinda izole edilmistir.
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Sekil 2. E vitamini (o-tokoferol)

Sekiz dogal tokoferolden, dogada en yaygin bulunani ve en aktif olam
a-tokoferoldiir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka,
vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan
kaynaklanir. E vitamini, yagda ¢oziinebilen bir antioksidandir. Daha ¢ok mitokondri ve
mikrozomlar gibi membranca zengin fraksiyonlarda bulunur. a-Tokoferol membranlar
disindaki ortamlarda oldukga zayif bir antioksidan iken, membran lipid tabakalar1 arasinda
olduk¢a etkilidir. E vitamini, zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Ciinki
fonksiyonlart lipid peroksi radikallerini (LOO.) parcalamak (1) ve bdylece lipid

peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirmaktir (2).

LO,» + E-VitOH ————» LOOH + E-Vit-Or (1)
(Tokoferil radikali)
LO,» + E-Vit-O- —___  E-Vit-OOL (2)

Gorevini tamamlayan E vitamini tekrar kullanildigi icin yenilenmesi gerekir.
Ozellikle yer fistig1, kuruyemis, lifli yesil besinler, badem, pamuk gibi bitkilerin yaglarinda
ve keten tohumlarinda bol bulunan E vitaminin antioksidan 6zelliinin yani sira hiicrede
sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar iizerinden hiicre c¢ogalmasini
etkilemektedir. E vitamininin kalp hastalig1 olusma riskini azalttig1 bir ¢cok arastirma ile

gosterilmistir (Chen vd., 1988).



2.4.2. Karotenoidler

Karotenoidler, c¢esitli derlemelerde bildirildigi gibi, bilinen ¢ok iyi radikal tutucu,
zincir reaksiyonlarini bozucu ve lipid peroksitlerin olugsmasini engelleyici ve yok edici bir
bitki antioksidan pigment molekiiliidiir (Polyakov vd., 2001). Oksijenin toksik etkisini ve
serbest radikalleri yok edici olarak bilinen en iyi antioksidan madde olup aktivitesi, ortam
oksijen konsantrasyonuna bagli olarak degisir. Ozellikle havugta ve 1spanakta bol bulunan
bu antioksidan molekiil, izoprenoid bir sisteme ve hidrofobik bir yapiya sahiptir. -karoten
ince bagirsakta parcalanir ve iki molekiil retinal olusturur. Insanlarda bu déniisiim etkin
degildir. B-karotenin A vitamini aktivitesi retinoliin altida biri kadardir. Diyetlerinde bol
miktarda [-karoten bulunan toplumlarda akciger kanseri, deri kanseri ve kalp hastalig
goriilme sikligi daha azdir. B-karoten bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesi katarak
riskini de azaltir. B-karoten, antioksidan 6zelliginden dolay1r ve bagisiklik fonksiyonunu
artirmas1 nedeniyle koruyucu etkiye sahiptir. Géormede en O6nemli madde retinol olup,
memeliler bu maddeyi tam olarak sentezleyemezler. Dolayisiyla etkin bir gérme olay1 i¢in
bu organizmalar, disaridan A vitamini alinimina ihtiya¢ duyarlar. Hiicrelerde A vitamini,
oksidoretiiktazlar tarafindan redoks reaksiyonlar1 ile bitkilerde provitamin olan -

karotenden iiretilebilir (Edge vd., 1997).

2.4.3. Askorbik Asit (C vitamini)

C vitamini ilk defa 1970'i yillarda Pauling tarafindan bulunmus olup suda
¢oziinebilen bir vitamindir. Pek cok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici madde
olarak rol oynayan askorbik asit (22), 6zellikle yesil renkli taze sebze (biber, maydanoz,
1spanak vb.), meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagirsaklardan kolayca
emilir, 1sitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya ise dayaniklidir. Kuvvetli bir indirgeyici olan
askorbik asit semidehidroaskorbat radikal ara iiriinii iizerinden kolaylikla dehidroaskorbik

aside okside olur ve bu reaksiyon fizyolojik sartlarda geri dontisiimliidiir.
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Sekil. 3. C Vitamini

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, askorbik asit, B-karoten,
polifenol gibi dogal antioksidanlarin serbest radikalleri yok edici ve olusturduklari zararlart
azaltic1 etkileri oldugunu gostermektedir. Askorbik asitin, peroksil radikallerini temizleme
aktivitesinin yaninda H»O, bagiml lipid peroksidasyonunu koruyucu ve OH-
deoksiguanozin olusumunu engelleyici aktiviteleri bildirilmistir (Yen vd., 2002). Askorbik
asit, iyi bir indirgen Ozelliginden dolay1 gii¢lii bir antioksidan olarak kabul edilir.
Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. C vitamini
bitkisel ve hayvansal yaglari, balik, margarin ve siit gibi yag ihtiva eden yiyecekleri
oksidatif bozulmaya kars1 korumaktadir.

C vitamininin indirgeyici 6zelliginin yaninda oksitleyici etkisi de vardir. Proteine
bagl Fe™i (ferrik demir), Fe™e (ferrdz demir) indirgeyerek (3) Fenton reaksiyonu ile

H,0:'nin etkilesmesine uygun hale getirir. Yani siiperoksit iiretimine katkida bulunur.
Askorbat + Fe™-Protein ———»  Dehidroaskorbat + Fe™-Protein 3)
Fe™ +C-Vit — Fe™ + C-Vitr +2H" 4)
Gorildigi gibi C vitamininin ferrik demirle dogrudan reaksiyonunda C vitamini

radikali meydana gelir (4). Bu C vitamini radikali pek reaktif degildir. Ya NADH-rediiktaz

tarafindan indirgenir ya da iki proton alarak serbest radikal reaksiyonlarmin ilerlemesini

durdurur (5).

2C-Vitr +2H" ——»  2C-Vit (5)



Ancak aym radikal bagka bir ferrik demiri indirgeyerek kendisi dehidroaskorbata
(DHA) doniisiirken (6) bu arada yine Fenton reaksiyonu i¢in gerekli olan ferr6z demiri

aci8a cikarabilir.

C-Vits + Fe® ———» Fe™ +DHA (6)

Askorbik asit diizeyinin diisiik olmasi, tim kronik enflamatuar (doku hasari)
hastaliklarda ve lipid peroksidasyonunun artmis oldugu durumlarda 6nemli rol oynar.
Sigara icenlerde, koroner arter hastaligi olanlarda ve kanserli hastalarda plazma askorbat

diizeyinin normalden daha diisiik oldugu kaydedilmistir (Chen vd., 1988).

2.4.4. Diger Antioksidan ve Antimikrobiyal Etkili Biyomolekiiller

Bitkiler tarafindan sentezlenen ve ikincil metabolizma firiinleri olarak adlandirilan
pek cok biyomolekiiller; bitkilerde sinyalizasyon (mesajci), antioksidan, antimikrobiyal,
insektisit, herbisitlere gibi koruyucu rolleri bulunurlar. Bu nedenle (karbohidratlar,
proteinler ve yaglarin sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki drlnleri" veya
"fitokimyasallar" diye adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik madde sentezleyebilme
kabiliyetine sahip oldugu icin bunlarin ¢cogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile
substituye olmus halleridir. Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan
yapilardan biri olup bitki aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapimin bilindigi
belirtilmektedir (Bravo, 1998). Fenolik ajanlardan polifenoller en az 10 farkli sinif altinda
toplanan bir grup bilesik sinifi olup ¢esitli meyveler, sebzeler, kuruyemisgler, tohumlar,
cicekler, kok ve govde kisimlari dogal olarak sentezlenen maddelerdir. Polifenollerin
antioksidan etkilerinden bagka, divalent katyon baglayicilar, DNA toropoizomeraz II
aktivitesinin inhibisyonu, protein kinaz C ve protein tirozin kinazlarin inhibisyonu,
hepatik elektrofilik mekanizmada rol oynayan enzimlerin ve sitokrom Psso gibi sistemlerin
aktivasyonu, nitrik oksit sentaz, siklo-oksijenaz ve lipo-oksijenaz enzimlerinin modiilatorii
etkisi gosterilmistir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken, bazilari

kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan



sorumlu olup (ac1 biberden terpenoid capsaicin) bunlardan bazilar1 gida ve bazilar ise tibbi
amaglar icin kullanilmaktadir. Bitkilerde bulunan bazi tibbi 6nemi olan bilesiklere 6rnekler

Bitkiler tarafindan sentezlenen ve fenolik bilesikler oldukca cesitli olup bunlarin
icinde en etkin olan biyomol flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitorii ve ayn
zamanda 1s181in zararh etkisinden bitkiyi koruyucu etkiye sahip molekiillerdir. Simdiye
kadar bitkilerden izole edilip yapisi aydinlatilan 4,000 -6,000 civarinda flavonoid oldugu
bildirilmistir (Peterson, 1998).

Flavonoidler; en 6nemli antioksidan 6zellige sahip grup olup kendi iginde 13 alt
simifa ayrilir (Tablo 4). 1990 yilina kadar 5,000 tane flavonoid yapisi bildirilmistir.
Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, A, B, C halkasindan ibaret difenilpropan (C6-C3-C6)
yapisi olusturur (Sekil 4). A halkas1 ii¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA dan yani
glukoz iizerinden fenil alanin ve cinnamik asitten sentezlenirken, C ve B halkalar1 Sikimat
ve fenilpranoid metabolik yolu iizerinden yine glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin
propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasi sebebiyle flavonoid alt siniflar1 olusur.
Flavonoid yapilarinda yer alan en etkili fonksiyonel gruplar hidroksil gruplaridir. Dogal
flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubu bulundugu bildirilmistir (Guliyev ve
Harmandar, 2000). Bu hidroksil gruplar, reaktif 6zellikte olup kolaylikla alkillenebilir ve
glikozillenebilirler. Flavonoidlerin tasidigi farkli hidroksil gruplar ve onlara baglh
substituenler onlarin farkli indirgenme potansiyeli kazanmasina ve bundan dolay1 degisik
antioksidan aktivite gostermelerine sebep olur. Ornegin; flavonoid radikallerinin
indirgenme potansiyelleri alkil, peroksil ve siiperoksit radikallerinin indirgenme
potansiyellerine gore daha diisiiktiir. Bu nedenle flavonoidler bu oksit tiirlerini deaktive
ederler ve reaksiyonlarinin verecegi zararlart engellerler. Flavonoidlerin yapilari ile
antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir iliski vardir. Ornegin; flavonoid yapisinda C-4'
pozisyonunda hidroksil grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi artirirken, serbest 4'-
OH grubunun metoksil grubu ile substitue olmasi aktiviteyi onemli derecede azaltir
(Guliyev ve Harmandar, 2000; Havsteen, 2002). Bu durum goz Oniine alindiinda
Kiiersetin, katesin, luteolin ve rutin, antioksidan olarak etkili flovonoidlerdendir.
Flavonoidlerin sadece antioksidan aktivite degil ayn1 zamanda antimikrobial, antitoksik,
antiviriitik gibi degisik biyolojik aktivitelere de sahip oldugu bildirilmistir (Cowan, 1999;
Weston, 1999; Havsteen, 2002 ).
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Bir flavonoid alt siifi olan antosiyaninler suda ¢oziinen en onemli pigmentlerden
olup ytiksek yapili bitkilerin ¢igek ve meyve kisminda bulunurlar. Flavonoidlerin bir bagka
alt smifi olan katesinler insan besininin genel bileseni olarak tanimlanir ve yesil ¢ay

yapraklarinda (epikatesin, epikatesingallat, vs.) bulunmaktadir.

(a) (b)

Flavonoid R, R, R; R4
Luteonil H H OH OH
Luteonil-7-O-glukozit H gle OH OH
Kamferol-3-O-soforozit O-soph H H OH
Kiiersetin-3-O-galokozit O-gal H OH OH
Galaegin OH H H H
Kiiersetin-4'-O-glukozit OH H OH O-glc
Kamferol OH H H OH
Kiiersetin OH H OH OH

Sekil 4. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituenleri (b)

Kinonlar, iki keton ile substitue olmus aromatik halkalardir. Ubikinonlar dogada
karakteristik olarak oldukca reaktif bilesiklerdir. Bu bilesikler meyve ve sebzelerin
kesildikleri zaman kararmalarindan sorumlu olup pek cok redoks reaksiyonda elektron
tagiyici olarak rol oynayip ayrica koenzim rolleri de vardir.

Taninler, oldukca hidroksillenmis molekiiller olup protein ve karbohidratlarla suda
¢oziinmeyen kompleksler olusturduklari i¢in tanince zengin gidalar teksif 6zelligine sahip
olup protein ¢oktiirmek amaciyla dericilikte ve tekstil sanayinde kullanilirlar. Molekiil
agirliklart 500 ila 3000 g/mol arasinda degisir ve bitkinin hemen her kisminda (kok, gévde,
odun, yaprak, meyve) bulunurlar. Bitkisel taninler hidroliz olabilen ve kondanse olabilen
taninler diye iki grupta toplanirlar. Hidrolizlenebilen taninler, gallik asit igerirler ve
genellikle D-glukoz ile ¢esitli esterler olustururlarken kondanse tanninler veya

proantosyanidinler, yiiksek molekiil agirligina sahip flavonoid monomerlerinden olusurlar.
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Asit, alkali, sicak su ile ve enzimatik yolla kolaylikla hidroliz olurlar. Taninler belki de
kondenzasyonla bitki dokusu odunun flavan tiirevlerini olustururlar. Taninlerin bir baska
ad1 da kinon polimerleridir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Kumarinler, benzen ve a-piran halkasi ile kaynasmis fenolik bilesiklerdir. Samanin
karakteristik kokusundan sorumludurlar. 1996 yilina kadar en az 1300 tane izole edilmistir.
Kumarinler, antitrombotik, antienflamatuar ve vazodilator 6zelliklere sahiptirler. En fazla
kullanilan antikoagiilandir.

Terpenoidler, yag asidi benzeri asetat birimlerinden sentezlenirler. Fakat yag
asitlerinden, dallanmadan dolay1 farklilik gdsterirler. Bakterilere, viriislere, mantarlara, ve
protozoa ya karst etkilidirler.

Alkaloidler, bunlara heterosiklik azotlu bilesikler de denir. Tibbi olarak ilk kullanilan
alkaloid morfin olup 1805 yilinda bulundu. Kodein ve heroin birer morfin tiirevidirler.

Lektin ve Polipeptidler, bir veya birden fazla seker birimi i¢eren glikoproteinler veya
oligomerik proteinler olup immun reaksiyona sebep olabilirler.

Karisimlar ve Diger Bilesikler, propolis ¢esitli agaglarin balsam (koku verici, teskin
edici) ham 6ziidiir. Cogu zaman ar1 yapiskani olarak agaclardan toplanir. Kimyasal yapisi
oldukca karmasik olup yapisinda yukarda tanimlanan lateksler, terpenoidler, flavonoidler,
benzoik asit ve esterleri, substutie fenolik asitler ve esterler bulunur. Sentetik sinnamik
asitler, propolis ile ayni olup influenza viriisiinlin hemagglutinasyon aktivitesini inhibe
ettigi bildirilmistir (Amoros vd., 1992). HSV-1 mutantlarina, adenoviriislere, poliovirus ve
vesikular stomatitise karsi etkin olduklar1 bildirmistir. Karisim disinda, bitkilerin ¢esitli
kisimlarinda bulunan organik yapili bilesiklerden bazilar1 poliaminler, izotiyosiyanatlar,

tiyosiilfinatlar ve glukozidlerdir.

2.4. Antimikrobiyal Maddeler Hakkinda Bilgi

Antibiyotikler hakkindaki geligsmeler, enfeksiyon hastaliklarinin etkenleri hakkindaki
bilgilerin gelismesine paralel olarak 19. yiizyilin ikinci yarisinda baglamistir. Cok eski
tarihlerde enfeksiyon tedavisi i¢in; ya enfekte olmus viicut bolgeleri kesilir ya da hastaya
arsenik igirilir ve mikroplarin hastadan 6nce 6lmesi i¢in dua edilirdi. Daha sonra sitma
tedavisinde kinin, sfiliz tedavisinde de topikal olarak civa kullanilmaya baslandi. 20.

ylizyilin baslarinda Ehrlich tarafindan yapilan basarili ¢alismalar, bugiin biz hekimlerin
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tedavi sansin1 oldukga ytikselten pek cok antibiyotigin bulunmasinda baslangi¢ olmustur.
1929 da Fleming tarafindan Penisillinlerin bulunusu antibiyotik ¢cagini baslatmistir.

Genel olarak bakteri ve mantar tiirlerini 6ldiiren veya iiremelerini 6nleyen bilesiklere
antimikrobiyal maddeler adi verilir. Mikroorganizmalar1 dldiiriicii maddelere mikrobisid
etkili maddeler ve mikroorganizmalarin iiremesini durdurucu etki gosterirler maddelere ise
mikrobiyostatik etki adi verilir. Antibiyotiklerle benzer 6zelliklere sahip olan, tiimiiyle
sentetik (kimyasal yolla sentez edilen) olan maddelere de kemoterapotik maddeler denir.
Bakteriler prokaryot canlilar, memeli hiicreleri ise 6karyotik canlilardir. Prokaryot hiicrede
var olan, ancak Okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal
maddeler (0rnegin; penisilinler, sefalosporinler, siilfonamidler) yiiksek derecede segici
toksisiteye sahiptirler.

Antibiyotikler tiim diinyada en sik kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir.
Hastaneye yatan her ii¢ hastadan biri antimikrobiyal tedavi alirken, bu toplam ilag
giderlerinin %25’ini kapsamaktadir. Bir antibiyotigin kullanima sunulmasina kadar gecen
siire, emek, maliyet gbz Oniine alindiginda, antibiyotiklerin hekimler tarafindan dogru
endikasyonlarda recete edilmesi gerekmektedir. Ayrica recete edilen ilacin, ilag
etkilesimleri, yan etkileri ve direng gelisimi gibi olumsuz etkileri de diisiiniildiigiinde, bu
gereklilik mutlak hale gelmektedir

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az yada
cok olusuna bagli olarak, dar yada genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar
spekturumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve tedavide
ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal
maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan
normal mikroorganizma florasin1 bozar. Fakat bir¢ok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda ya da mikrobiyoloji laboratuart sonuglarinin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar)
kullanilir.

Antibakteriyel maddeler bakteriler lizerine bes farkli yoldan etki eder:

1. Hiicre duvari sentezinin inhibe edenler (Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler,

glikopeptid antibiyotikler)

2. Sitoplazma zarmin fonksiyon ve yapisinin bozulmasina neden olanlar

(Polimiksinler)
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3. Protein sentezinin inhibisyonuna neden olanlar (Amino glikozidler, tetrasiklinler,

kloramfenikol, makrolid antibiyotikler)

4. Nikleik asit sentez ve fonksiyonlarinin bozulmast (Kinonlar, rifamisin,

nitrofurantoin)

5. Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasina neden

olanlar (Siilfonamidler)

Escherichia coli, normal bagirsak florasini olusturan bakterilerdendir. Bagirsaklarda
diyare olusturan suslar1 disinda, kommensal olarak yasarlar. Uriner yol enfeksiyonlari,
solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit gibi hastaliklara sebep olur. Klebsiella pneumoniae,
insanlarda {ist solunum yolu ve digki florasinda bulunan bir bakteri oldugu icin patojenligi
uygunsuz kosullar karsisinda firsat¢1 patojen olarak aciga c¢ikar. Bu nedenle hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu bir bakteridir. Klebsiella pneumoniae, 6ncelikle pnomoni
yapar ve bakteriyel pndmonilerin %?2’sinden sorumludur. Daha ¢ok 2 yas alt1 ve 40 yas
istii kisilerde viicut direncinin kirilmasi, viriitik tist solunu yolu enfeksiyonlar1 sonrasinda
bu tip pnomoniler goriiliir. Ayrica piyelit, piyelonefrit ve sistit gibi idrar yolu
enfeksiyonlari, prostatit, otitis media, sinuzit, peritonit, menenjit, kolosistit, anjin ve g¢esitli
organ hastaliklarindan sorumludur. Yersinia pseudotoberculosis ise, hiyarcik vebasi,
akciger vebasi ve veba sepsisi’ne neden olur. Pseudomonos aeruginosa, endokardit,
solunum sistemi enfeksiyonlari, bakteriyemi, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak
enfeksiyonlari, goz enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari, tiriner enfeksiyonlari,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 bu bakteri varliginda goriiliir. Enterococcus faecalis,
anjin, tonsilit, farenjit, siniizit, otitis media, mastoidit, menenjit, beyin apsesi, solunum
yolu enfeksiyonlari, deri ve yara enfeksiyonlarina yol agar. Staphylococcus aureus, deri
enfeksiyonlari, toksik sok sendromu, solunum sistemi enfeksiyonlari, besin zehirlenmesi
gosterdigi enfeksiyonlardir. Bacillus cereus ise, deri sarbonu, bagirsak sarbonu ve akciger
sarbonu hastaliklarina neden olur. Candida albicans ve Candida tropicalis, agiz
kandidozu, genital kandidoz, deri kandidozu ve onikomikoz’a neden olur (URL-1, 2007 ;

Amoros, vd., 1992. Brooks, 1998. Blue vd., 2002, Jalava, 2004 ).

2.5.1. Antibiyotiklere Duyarhlik Deneyleri

Glinlimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere

duyarlhilik deneyi sonuglarina gore, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun
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antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligi temelde

iki farkli yontem ile belirlenebilir.

2.5.1.1. Diliisyon Yontemi

Antibiyotiklerin sivi veya kat1 (agarda diliisyon) besiyerlerinde bir seri halinde
seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin belirli
sayida hiicre i¢eren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri uygun
sicaklikta (35-37°C’de) ve bakterinin iiremesi i¢in uygun siire (16-20 saat) bekletildikten

sonra sonuglar ile bakterinin iiremesini durduran en az antibiyotik miktar1 belirlenir.

2.5.1.2. Difiizyon Yontemi

Yontemin esasi belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kati besiyerine difiize
olmas1 yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli konsantrasyonlarda
emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu yontem disk-difiizyon yontemi
olarak adlandirilir. Diliisyon yoOnteminden farki antimikrobiyal maddelerin bir tek
konsantrasyonunun etkinligi denenir. Disk-diflizyon yoOntemine benzeyen, minimum
inhibitdr konsantrasyonu (MIC) belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi

yontem) kantitatif yontem olarak kullanilir.

2.6. Bitkilerde Bulunan Biyoaktif Bilesikler

Bitki droglari iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda seluloz, nisasta, pektin protein
ve sekerler gibi tedavi yoniinden etkisiz daha ¢ok besin ve enerji ihtiyacin1 karsilayan
molekiiller yaninda ¢ok az miktarlarda bitkilerde bulunan farmakolojik etkiye sahip
molekiillerde mevcuttur. Bitkiler sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme
kabiliyetine sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye
olmus halleridir. Bu bilesikleri glikozitler, organik asitler, tanenler, alkaloidler, sabit
yaglar, ugucu yaglar, regineli bilesikler, vitaminler ve antibiyotiklerdir
Glikozitler: Enzimatik veya seyreltik asitlerin etkisiyle seker olayan bir kisim ile bir veya

daha fazla seker molekiiliine ayrilan bilesikler olup seker kisimlar1 sudaki ¢oziintirliiklerini
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artirirlar. Baz1 glikozitler farmakolojik etkiye sahip olup yiiksiik otu yapraginda bulunan
digitalin glikozidi kalp ilag1 olarak kullanilmaktadir
Tanenler: Bitki aleminde en yaygin olarak bulunan fenolik yapida molekiillerdir. Daha ¢ok
suda ¢oziilebilen bilesikler olup tip, eczacilik, deri sanayinde kullanilmaktadirlar.
Organik asitler: Karbohidratlarin oksidasyonu ile olugsan organik molekiillerdir. Bitkilerde
serbest veya tuzlar1 halinde bulunup bitkiye eksi lezzetini kazandirirlar.
Alkaloidler: Yapilarinda azotlu bilesikler igeren, kat1 ve genellikle renksiz maddeler olup
asitlerle tuz meydana getirirler. Morfin, kodein, kafein, kokain, atropin bu tiir maddelerdir.
Sabit Yaglar: Gliserin ve yag asitlerinin esterifikasyonu ile olusan igerdikleri yag asitlerine
gore kat1 veya sivi halde bulunan ordanik ¢oziiclilerde ¢oziinen ve suda ¢dzlinmeyen
lipidlerdir. Bitkilerin daha ¢ok meyve ve tohumlarinda bulunurlar.
Ugucu yaglar: Daha c¢ok terpenlerden olusmus karisimlara olup kokolu ve ugugu
molekiillerdir. Bitkiye koku ve tat verirken, bazilar1 kinonlar ve tanenler gibi bitki
pigmentlerini olustururlar. Daha ¢ok su buhari destilasyonu ve ekstraksiyon ile elde
edilirler.
Vitaminler: Suda ¢6ziinen ve suda ¢éziinmeyen vitaminler olarak iki sinifa ayrili hayvan
organizmasi tarafindan liretilemeyip daha ¢ok koenzim ve antioksidan aktivite i¢in gerekli
molekiillerdir. Suda ¢6ziinen vitaminler: askorbik asit, B vitaminleri olup organik
coziiclilerde ve yagda ¢oziinenler A vitamini, E vitamini bulunmaktadir (Akkus, 1995).
Bitkilerde normal metabolizma sirasinda ve herhangi bir stres durumunda (
yaralanma, enfeksiyon, uv radyasyon ) ikincil metabolit tirlinleri adi verilen fenolik
bilesikler iiretilirler. Aromatik yapiya sahip bu fenolik bilesikler basit fenoller, fenolik
asitler (benzoik asit, sinnamik asit tiirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler,
hidrolizlenebilen kondanse taninler ve ligninler {retilir. Bu bilesiklerin bazilar
antimikrobiayal aktivite i¢in, bazilar1 antioksidan ve bazilar1 koku, tat, renklilik olugturmak

gibi fonksiyonlari iistlenirler (Bravo, 1998).
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2.7. Anzer Yaylasinda Yetisen Anemone narcissiflrora Bitkisi Hakkinda Bilgi

Sekil. 5 Anemone narcissiflora bitkisinin resmi

Yaygin Adi

Bitki Tipi

Aile

Dogal alam
Yiikseklik
CigeklenmeZamant
Giines

Su

Muhafaza

Bilinen Riskleri

: Anemone

: Herbaceous perennial

: Ranunculaceae

: Avrupa, Asya ve Kuzey Bat1 Amerika
2 1-1,5 fit

: Mayis —Haziran

: Tam giinesten kismi1 golgeye

: Orta nem

: Diisiik

: Bu tiiriin birkag tiyesi hafifce zehirlidir, toksik 6zellikleri 1s1 ile ya da kurutma

ile giderilebilir.

Anemone L. (Ranunculaceae) bitkisinin Tiirkiyede 8 dogal tiirli mevcut olup (Davis

vd., 1965; Davis, 1988),bitkinin yas olarak zehirli oldugu fakat kurutulmus bitkinin

Anadolu ve Bulgaristan da yaralara karsi etkili oldugu bildirilmistir (Stoyanow, 1972

Baytop, 1999).

Orta nemlilikte, iyi giibreli topraklarda tam giinesten kismi gdlgeye kadar kolayca

yetistirilebilir. Kismi goélgede nemli, zengin, kumlu-humuslu, asidik, bazik ve notral

topraklar1 tercih eder. Cigekler yazin yiiksek 1s1 siiresince uyku halinde olur. Bitkiler soguk
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iklimlerde en 1yi performansi gosterirler. Mayis ayinda ¢iceklenir ve tohumlar1 hazirandan
temmuza kadar olgunlasir. Cigcekleri hermafrodittir (yani hem disi hem erkek organlarina
sahiptir) ve sinekler ve kelebekler tarafindan polenlenir. Yapraklari ¢ig olarak ya da
pisirilerek tiiketilebilir. Ust kok uglar1 da yiyecek olarak kullanilabilir (Davis, 1965)
Anemone narcissiflorin, bitkisinin triterpen ve saponinleri ile kimyasal bilesimleri
Masood vd., (2004), Tiwari vd.,. (2003), tarafindan calisildi fakat bitkinin antioksidan

ozelligi ile antimikrobiyal aktivitesi ¢caligsmalarina rastlanmadi.

2.8. GC-MS Hakkinda Bilgi

Gaz kromatografisi—Kiitle spektrometresi iki ayr1 analiz yonteminin birlestirilmesi ile
olugmus bir cihazdir. GC kismu ile karisimda bulunan maddeleri iizerinde takili bulunan
kolunun o6zelliklerine gore ayirir ve MS kismi ile ayr1 ayri karakterize eder.

Gaz kromatografisinde iki ¢esit faz bulunmaktadir. Mobil (hareketli faz)olarak inert
bir gaz olan Helyum (He) veya azot (N) kullanilmaktadir. Sabit veya stasyoner faz ise
analizi yapilacak olan maddenin kimyasal 6zelliklerine GC kolunu segilir. Bu kolonlar
camdan, celikten veya yiiksek sicakliga dayanikli polimerlerden iiretilirler. Analiz edilecek
numune icersindeki maddeler inert gazin yardimi ile kolon igersinde siiriiklenirken kolon
maddesi ile etkilesmektedir. Bu etkilesim bazen kimyasal bazen fiziksel olmaktadir. Her
bilesigin kolon maddesine ilgisi farklidir. Bu 6zellikten dolay1 bilesiklerin kolunu ayr1 ayri
zamanda terk etmesi nedeniyle analiz yapilmaktadir. Kolon maddesi ile en az etkilesimde
bulunan madde kolonu en erken terk eder, kolon ile en fazla etkilesen madde en son terk
eder. Sabit fazi degistirmek suretiyle cok degisik karisimlari GC de analiz etmek
miimkiindiir.

Genel olarak GC kolonu sicaklig1 ayarlanabilir bir firin igersine yerlestirilir. Firin
sicakliginin artmasi ile kaynama noktasi en diisiik olan bilesik kolonu ilk terk eder. Bir
bilesigin kolonu terk etme zamani (eliisyonu) kolonun cinsine, tasiyict gazin cinsine,
kullanilan gazin basincina ve firin sicakligina bagli olarak degisir. Kolandan c¢ikan
bilesikler daha sonra dedektore gelmektedirler. Dedektor kolondan bilesik gelmesi
durumunda elektronik sinyaller {iretir. Bilesigin konsantrasyonu arttikga sinyalin
biiyiikliigii de orantili olarak artmaktadir. Cihaza bagli bir bilgisayar yardimi ile
dedektorden gelen sinyaller bir grafige kaydedilir. Bu grafige “kromatogram” adi verilir.

Kromatogramda her pik bir maddeye karsilik gelmekte ve pikin biiyilikliigi maddenin
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konsantrasyonu ile orantilidir. Genel olarak bir kromatogramda x ekseni eliisyon zamani
(Retention index), y ekseni yogunlugu veya siddeti (absorbans) gosterir. GC de kullanilan
en onemli dedektdrler alev iyonizasyon dedektorii (FID), nitrojen fosfor dedektorii (NPD),
elekron yaklama dedektorii (ECD) ve kiitle spectrometresi dedektorii (MS) dir.

Kiitle spektrometresi (MS) GC cihazi ile kullanilan dedektorler icersinde en hassas ve
kullanisl olanidir. MS dedektorii sadece kolondan ¢ikan maddeyi gostermekle kalmaz ayni
zamanda bu bilesigin ne oldugunu gosterir. Ciinkii dogadaki her bilesigin tek bir kiitle
spektrumu bulunmaktadir. MS de bilesikler molekiiler iyon formuna doniistiiriiliirler. GC
kolonundan ayrilan bilesik direkt olarak elektron iyonizasyon ¢emberine gecer ve burada
elektron bombardimanina maruz birakilarak bilesigin daha kii¢iik parcalara ayrilmasi
saglanir. Bu parcalar kiiciik veya biiyiik olabilmekle birlikte belirli bir yiike sahip
kiitlededir. Bu parcaliklar ve iizerlerinde tasidiklar: yiikler birbirine oranlanir ve kiitle/yiik
degisimi (m/z) olarak ifade edilmektedir. Pek ¢ok pargacigin yiikii +1 oldugundan m/z
degeri genellikle pargacigin kiitlesini gostermektedir (Baugh, 1993; Skoog vd., 1998).

Bir bilesigin kiitle spektrumu onun parmak izi olarak kabul edilmektedir. Bilim
adamlar1 yaptiklar1 ¢calismalar sonucu pek ¢ok bilesigin MS spektrumu elde etmisler ve bu
spektrumlar bir kiitliphane de toplanmiglar. Bir bilesigin kiitle spektrumu alindiginda bu
spektrum cihazin kiitiiphanesindeki spektrumlar ile karsilastirilir ve olasi uyusma degerleri
ile hangi bilesik olabilecegi sOylenebilir. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan MS kiitiiphaneleri

Wiley ve NIST kiitiiphaneleridir.
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3. YAPILAN CALISMALAR

3.1. Kullanilan Cihazlar

Denemelerde kullanilan madde, malzeme ve cihazlar KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Kimya Bolimii Biyoanatilik Kimya Arastrma Laboratuari ve Organik Kimya

Laboratuarindan temin edilmistir. Tablo 2’de kullanilan cihazlar ve satin alindiklari

firmalar ile Tablo 3 GC-MS spektrumunun alindig1 deneysel ¢alisma sartlar1 verilmektedir.

Tablo 2. Denemelerde kullanilan malzemeler

Malzeme ve Cihaz Ad1

Markasi

UV-vis spektrofotometre
GC (gaz kromatografisi)
MS (Kiitle spektrometresi)
Rotary evaporator
Vorteks karistirici

Su banyosu

Etiv

Derin dondurucu
Magnetik karigtirict

Parcalayict

LaboMed ve LKB UltraopecK4053
Agilent-6890N

Agilent 5973

Buchi 461 Water Bath

Heidof

Niive

Niive

Bosch

Niive

Moulinex

Tablo 3. GC-MS spektrumunun alindig1 deneysel ¢alisma sartlari

Baslangig sicakligi

Zaman

Hiz

Maksimum sicaklik

Toplam siire

Enjekte edilen numune miktar
Enjektor sicaklig

Kapiler Kolon

Tasiyict gaz

60 °C

2 dakika

5 °C/dak

280 C

60 dakika

1 pL

230 °C

HP-5 (30 m x3.32 mmx0.25 pm)
Helyum, 1.3 mL/dakika




3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Deneysel Calismalara Hazirlanma Islemleri

Anzer Yaylasi’'ndan 2004 Haziran ayinda toplanan bitkinin ¢icek, yaprak ve sap
kistmlart ayrilarak kurutuldu. Bitkinin adlandirilmas1 KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji béliim 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Kamil COSKUNCELEBI tarafindan yapildi.
Kurutulmus kisimlar ayr1 ayrn ogiitiicide ogiitiildii. Su buhart destilasyonu ile ugucu
bilesenler ekstrakte edildi (Sekil 6). Ayrica Soxhlet sistemi (Sekil 7) kullanilarak

metanolik, kloroformlu ektraklar elde edildi.

3.2.1. Su Buhari Destilasyonu (Ugucu yag eldesi):

Su buhar destilasyonu, az ugucu ve suda ¢oziinmeyen ya da ¢ok az coziinen
maddelerin ugucu olmayan maddelerden ayrilmasinda veya saflastirilmasinda kullanilan
bir tekniktir. Genellikle 100 °C civarinda en az 5 mm-Hg kadar bir buhar basinci1 gosteren
ve suda ¢ozlinmeyen bilesiklere uygulanan bu yontem ile bircok yiiksek kaynama
noktasina sahip maddenin nispeten diisiik sicakliklarda destillenme olanagi bulunabilir. Su
buhari ile reaksiyon vermeyen, kaynama noktalar1 100 °C’nin yukarisinda olan ve kaynama
noktasinda veya daha diislik sicakliklarda bozunan maddeler i¢in su buhar1 destilasyonu
yontemi o0zellikle onemlidir.

Su buhar1 destilasyonu, ugucu olmayan kati maddelerle bir arada bulunabilen az
miktardaki ugucu yabanci maddelerin uzaklastirllmasinda ve reginemsi reaksiyon
iriinlerinden ugucu ve suda ¢oziinmeyen bilesiklerin elde edilmesinde de kullanilabilir.
Nitekim su buhar1 destilasyonu dogal iiriinlerin izolasyonunda ve biiyiik miktarda
recinemsi yan {riinlerin olustugu kimyasal reaksiyonlarda ana iirlinlerin ayrilmasinda
kullanilabilir. Bizim yaptigimiz su buhar1 destilasyonunda kullanilan destilasyon cihazi,
Clevenger tipidir. Toz haline getirilmis numuneden 15-20 g kadar tartim aldiktan sonra
ornek temiz balona konur ve iizerine 1 L saf su ilave edilir. Balon bir sogutucu sisteme
baglanarak 1sitilmaya baglanir. Kaynama sicaklifinda 4 saat destilasyon devam ettirilir.
Toplanan ugucu yag hegzan ile ¢oziilerek alinir ve GC-MS i¢in direkt 1 pL enjektore

uygulandiktan sonra kalan numunenin konsantrasyon tayini yapildu.
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Sekil 6. Clevenger ipi su buhar1 diizenegi

3.2.2. Soxhlet Ekstraksiyonu

Sekil 7. Soxhlet diizenegi
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Ekstraksiyon, dogal kaynaklardan veya reaksiyon karisimlarindan bir maddenin
ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, genellikle, sulu ¢ozelti veya siispansiyon
ya da kat1 karigimlardan bir organik maddenin izole edilmesi amaci ile kullanilir.

Kat1 maddelerin bir ¢oziicii ile siirekli ekstraksiyonunun saglanmasi i¢in uygun bir
diizenek “Soxhlet Aygit1” dir. Soxhlet diizenegi; Soxhlet aygit1 {izerine yerlestirilmis bir
geri sogutucu ve alttan 1sitilan bir balondan olusur.

Soxhlet aygiti ile ekstraksiyon, 6zellikle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan dogal
tirtinlerin izolasyonunda ve anorganik tuzlar yaninda bulunabilen organik maddelerin
ekstraksiyonunda faydalidir. Calismada kloroformlu ve metanollu iki ayri ektraksiyon
uygulandi. Kloroform diisiik dipol momente sahip oldugundan nispeten apolar karaktere
sahip bir ¢oziicli olup bitkideki daha ¢ok apolar karakterli maddeleri ¢o6zecektir. Yaklasik
250 mL kloroform kullanilarak 60 °C de 6 saat ektraksiyon devam ettirildi. Elde edilen
¢ozeltinin kloroform kismi bir Rotary-Evaparatory ad1 verilen doner buharlastirici (Sekil 7)
ile ugurulduktan sonra direkt olarak GC-MS spektrumu alinarak biyolojik aktivite tayini

yapildi.

Sekil 8. Doner buharlastirici (Rotary Evaparatory)

Metanol oldukga polar bir ¢oziicli olup bitkideki nispeten polar molekiilleri ekstrakte
eder. Yaklasik 250 mL metanol ile 60 °C’de 8 saat ektraksiyon devam ettirildi. Elde edilen
cozeltideki metanol doner buharlastiricidan (Sekil 8) uzaklastirildiktan sonra GC-MS
spektrumu alinmadan Once tlirevlendirme islemine tabii tutuldu. Numunenin

konsantrasyonu tayin edildikten sonra biyolojik aktivite incelendi.
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3.3. GC-MS icin Metanolik Ektraklarin Tiirevlendirilmesi

Metanolik ekstrakt numunesinde bilesiklere bagli bulunan glikozidleri ve sekerleri
par¢alamak amaciyla 6nce sey. HCI ile hidroliz islemi yapildi ve sonra etilasetat ile
ektraksiyon yapilarak GC lerinin alinabilmesi i¢in apolar ve ugucu bilesigi haline
dontistiirmek maksadiyla tiirevlendirme islemi yapildi. Bu amagla izlenen yol arka taraftaki

akis semasindaki gibidir.

1 g kat1 ekstrakt tartilir

10 mL 2 N HCI de 40 °C de 48 saat bekletilir

10 M NaOH ile pH 4 ,pH 7 ve pH 10 ‘a ayarlanir

2 defa 15 mL EtOAc (Etilasetat) ile ekstraksiyon yapilir

Ayirma hunisiyle organik faz ayrilir

Ekstraklar birlestir ve rotary evaporatorde ¢6ziicii ugurulur

Kalintiyr miimkiinse tartilir

Kalint1 kuru piridinde ¢6z iiliir (5-10 mg kuru madde/1 mL piridin)

1 mL piridin ¢ozeltisine 100 pL. BSTFA+%1TMCS ilave etdilir, karistirilir

60° C’de 30 dak. bekletilir

PTFE filtreden siiz

GC-MS’le analizi edilir
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3.4.Toplam Fenolik Madde Tayini

Metot, suda ve diger organik c¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifiyle alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor
menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Sonuclarin karsilastirilmas: amaciyla standart fenolik bilesik olarak
katesin kullanilmistir. Tayine baglamadan 6nce katesinin 0,625, 0,312, 0,156, 0,078, 0,039
ve 0,0195 mg/mL’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi. Konsantrasyona karsilik gelen
absorbans degerleri bulunarak standart grafik ¢izilmistir. Standart grafige gore bitki
ekstraktlarinin da toplam fenolik madde miktarlart mg/ml cinsinden hesaplanmistir. Her bir
numune degisen konsantrasyonlarda standart icin uygulanan pipetleme islemleri Tablo

4’de 6zetlenmis olup absorbanslar 700 nm’de dlgiilerek grafik ¢izilmistir.

Tablo 4. Toplam polifenol tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Distile su 0.1 mL - -
Standart (degisik konsantrasyonlarda) - 0.1 mL -
Numune (degisik konst.) - - 0.1 mL
Distile su 5mL 5 mL 5 mL
0.2 N Folin Reaktifi 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL

Tiipler vorteks ile karigtirilidi ve 3 dakika sonra
%2 Na,CO; 1.5mL 1.5 mL 1.5mL

700 nm'de kore kars1 absorbans okundu

3.5. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH® radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sekil.9) ticari olarak satin alinabilen bir
serbest radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Yu vd.
2002). Antioksidanlarla muamele, DPPH’ ’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diislisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonuyla muamele edilen
DPPH’1In  absorbansindaki  degisim  Olgiilerek  absorbanslara  karsilik  gelen
konsantrasyonlarla grafik cizilerek y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu yariya

diisiiren numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve ICsy degeri olarak ifade
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edilmektedir. Bu metodun 6nemli bir dezavantaji biiylik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda

antioksidan molekiiliin yapis1 ve boyutu test sonucunu etkilemektedir.

NO:L ‘
Q ~

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")

Sekil 9. DPPH radikalinin formiili

Calismada radikalin 150 uM’lik metanolik ¢ozeltisini kulanildi. Ekstraktlar degisik
konsantrasyonlarda hazirland1 (0,0312, 0,0625, 0,125, 0,250, 0,500, 1,000 mg/ml). Esit
hacimde DPPH ¢dzeltisi ve numuneler karistirilip oda sicaklifinda 50 dak inkiibasyona
birakilmistir (Tablo 5). Siire sonunda DPPH’1in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de
absorbanslar okunmustur. Koér olarak DPPH ¢ozeltisi ve numunenin ¢ozildiigi ¢ozelti
kullanilmistir. Bulunan absorbanslar ve karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek

ICso degerleri mg/ml cinsinden hesaplanmistir (Yu vd., 2002)

Tablo 5. DPPH yontemi i¢in deney sartlari

Kor Kontrol Numune
Numune (Degisik konsatrasyon) 750uL - 750uL
Metanol (Destile) 750uL - -
DPHH (150 uM) - 750puL 750uL
Coziicii - 750uL -

517 nm de absorbans okunur.

26



3.5.1. ICs¢ Degerlerinin Bulunmasi

Ortamdaki mevcut radikalin ya da oksidan bilesigin konsantrasyonunu yartya
diisiiren numune konsantrasyonuna ICsy degeri denir. ICsy degeri ile antioksidan aktivite
arasinda ters oranti vardir. ICso degeri ne kadar diisiikse antioksidan aktivite o kadar
yiiksektir.ICsy degerlerinin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gereklidir.
Bu nedenle ¢aligmalarimizda bes veya sekiz konsantrasyonda oOl¢iim yapilmistir.
Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonlari hazirlanip; absorbans olgiimleri
yapilir ve absorbanslar konsantrasyonuna karsi grafige gecirilir. Maksimum absorbansin

yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktari ICsy degerini verir.

3.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.6.1. Kloroform ve Metanol Ekstraktlari icin Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Biitlin test mikroorganizmalar1 Refik Saydam’in Hifzissihha Enstitiisin’den (Ankara,
Tiirkiye) temin edilmistir. Bunlar; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Yersinia pseudotoberculosis ATCC 911, Pseudomonos aeruginosa ATCC
10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC 60193, Candida tropicalis ATCC 13803.
Biitiin yeni sentezlenmis bilesikler tartildi ve bu bilesikler 1 g/mL’lik ekstrakt stok
¢oOzeltileri hazirlamak i¢in kloroform-DMSO karisiminda ¢oziildii.

Maddelerin antimikrobiyal etkileri, ¢ift seyreltme yontemi kullanilarak ayri ayri
kantitatif olarak test edildi ve en az inhibasyon konsantrasyonunda (MIC: Minimal
Inhibition Concentration) miktarlar (pg/mL) belirlendi. Antibakteriyel ve antifungal
denemeler her biri ayr1 ayr1 Mueller-Hilton Broth (MH) (Difco, Detroit, MI), pH-7,3 ve
tamponlanmis Alkollii Nitrojen bazinda (Difco, Detroit, MI) pH-7,0’de yapildi. MIC
biiyiime gostermeyen en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir. Test paralel yiiritiiliir.
Ampicillin ve fluconazole, ayr1 ayri1 standart antibakteriyal ve antifungal ilaclar olarak
kullanildi. DMSO, kloroform ve kloroform: DMSO (9:1), 1:10 seyreltme ile kontrol
¢Ozeltisi olarak kullanildi (Perez, 1990; Ahmad vd.,. 1998).
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3.7. Ucucu Yag Ekstraktlari icin Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Biitlin test mikroorganizmalar1 Refik Saydam’in Hifzissihha Enstitiisin’den (Ankara,
Tiirkiye) temin edilmistir. Bunlar; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Yersinia pseudotoberculosis ATCC 911, Pseudomonos aeruginosa ATCC
10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC 60193, Candida tropicalis ATCC 13803.
Biitiin ekstraktlar tartildi. 500 pg/mmL’lik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in bu ekstraktlar n-
hekzanda coziildiiler.

Basit bir yontem olan agar kuyucuk yontemiyle duyarlilik tarama testi yapildi. Her
organizma Mueller Histon broth bekletildi ve birim/mL olacak sekilde, yaklasik 10°
koloniye seyreltildi. Bunlar MH ve Sabouraud Dextrose Agar ylizeyine yayildilar ve sonra
kurutuldular. 5 metre ¢capindaki kuyular steril mantar kesici kullanilarak agardan kesildi ve
ekstrakt numunelerinin 100uL’si bu kuyulara dagitildi. Bu bitkiler 35 °C*de 18 saat siireyle
inkiibe edildi. Antimikrobiyal aktivite, bu test organizmalarina karsi inhibitér sinir
oOlgiilerek degerlendirildi. Ceftazidime (Fortum 10ug) ve Triflucan (5pug) standart ilaglardir.
Aseton kontrol ¢oziicli olarak kullanildi. Bu testler paralel yiiriitiiliir. Sonuglar inhibitor

bolgesinin ¢apinin durumuna gore degerlendirilir.
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4. BULGULAR
4.1. Ekstrakt Miktar1 ve Konsantrasyonlari ile ilgili Bulgular

Anzer yaylasindan toplanan bitkiye laboratuarimizdaki bitki katalog numarasina gore
A numarast verilmis olup diger harfler sap (S), yaprak (Y) ve ¢igek (C) yi temsil
etmektedir. Ayrica metanolik (M) kloroform (K) ile temsil edilmektedir. Analize
hazirlanan bitkinden alinan miktarlar ve elde edilen ektrak miktarlar1 Tablo 6 da
verilmigstir. Tabloya gore en fazla ektrak metanol ile yapilan ekstraksiyonda ele ge¢cmis

olup bitkinin yaprak kisminda maksimumdur.

Tablo 6. Su buhar1 destilasyonu ve kloroform/metanol ekstraksiyonu sonucu elde edilen
madde miktarlari

” . o
Ekstrakt Alman ornek Elde edilen % Ekstrakt Ekstrakt konsantrasyonu

miktari madde

(@) ?g‘;kta“ CHCL-DMSO  DMSO
ASSM 22,1698 5,8904 26,57 - ;f;‘;‘{
ASYM 11,8607 4,7450 40,00 - ;{Z)?)i(l)L
ASCM 21,3378 7,0141 32,87 - gZ{g})ﬂL
A8SK 21,0573 0,3013 1,43 g(/)i?)(())ﬁL -
A8YK 47,1614 1,8740 3,97 g}l’%ﬁl -
A8CK 27,4004 0,9063 3,30 g(/)i(9)?)f113L -

4.2. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi ile ilgili Bulgular

DPPH sulu veya metanolik ¢o6zeltilerde kararli ve sentetik olarak {iretilen ticari bir
radikal olup lipit peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Hazirlanan 150 pM’lik metanolik
DPPH ¢o6zeltisi mor renklidir. DPPH c¢ozeltisine esit miktarda eklenen degisen
konsantrasyonlardaki numune c¢ozeltileri DPPH radikalini temizleyerek mor renk

acilmaktadir. 517 nm’de absorbanslar okunarak konsantrasyona kars1 grafige gegirilir ve



%50 DPPH miktarii inhibe eden madde miktar1 (ICsp) belirlenir. ICsy degerinin tespit

edilmesi farkli numune konsantrasyonlarinda bulunan deneysel sonuglar grafige gecirildi.

Sekil-10 dan Sekil 15 e kadar metanolik ve kloroformlu ektraklara ait grafik bilgileri

verilirken Sekil 16-Sekil 18 da ucucu bilesenlere ait grafikler verilmektedir.

Absorbans (517nm)

(= o
(=) o
/

A8SM

o
S

o
)

L 4

Konst. (mé/mL)

Sekil 10. Bitkinin sap kisminin metanolik (A8SM) ekstrakt’inin DPPH radikal temizleme

aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa kars1 grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diisliren
numune konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0.422)

Absorbans (517nm)

L 4
4

0,8

0,6 -

0.4

0,2

A8YM

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konst. (mg/mL)

Sekil 11. Bitkinin yaprak kisminin metanolik (A8YM) ekstrakt’min DPPH radikal

temizleme aktivitesi.Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa
kars1 grafik cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini
yartya diisliren numune konsantrasyonu (ICsy) olarak ifade edildi ( ICsy =
0.029)
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Sekil 12. Bitkinin c¢icek kisminin metanolik (A8CM) ekstrakti’'nin DPPH radikal
temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa
kars1 grafik ¢izilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini
yartya diigiiren numune konsantrasyonu (ICso) olarak ifade edildi ( ICso = 0.222)

A8SK
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0,6 \\‘
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Sekil 13. Bitkinin sap kisminin kloroform (A8SK) ekstrakti’nin DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa kars1 grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0.117)
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Sekil 14. Bitkinin yaprak kisminin kloroform (A8YK) ekstrakti’'nin DPPH radikal
temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa
kars1 grafik cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini

yartya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsyp =
0.652)
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Sekil 15. Bitkinin ¢igek kisminin kloroform (A8CK) ekstrakti’nin DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa karsi grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICs) olarak ifade edildi (ICsy =0.512)
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Sekil 16. Bitkinin ¢igcek kisminin ugucu (A8CU) ekstrakti’nin DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa kars1 grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsy) olarak ifade edildi ( ICsp = 0.48 )
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Sekil 17. Bitkinin sap kismimin ugucu (A8SU) ekstrakti’'nin DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Grafik numune konsatrasyonu 517 nm’deki absorbansa kars1 grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diisiiren
numune konsatrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0.649)
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Sekil 18. Bitkinin yaprak kisminin ugucu (A8YU) ekstrakti’nin DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Grafik numune konsatrasyonu 517 nm’deki absorbansa karsi grafik
cizilerek elde edildi, aktivite kontrolun maksimum absorbansini yariya diigiiren

numune konsatrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsy = 0.42)

Grafikten ektrapolasyon ile bulunan ICsy degerleri Sekil 19 de toplu halde

verilmektedir. Buna gore en yliksek radikal temizleme yetenegine sahip ekstrakt metanolik

yaprak iken en diisitk DPPH temizleme yetenegine sahip Kloroformlu ektraklar bulundu.
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Sekil 19. Anemone narcissiflrora bitkisinin metanollii, kloroformlu ve wugucu
ekstraktlarinin DPPH radikali temizleme aktiviteleri.
4.3. Toplam Fenolik Madde Miktari ile ilgili Bulgular

Hazirlanan ekstraktlara ilk once gerekli olan seyreltme islemleri yapitliktan sonra
toplam fenolik madde miktarlar1 katesin standardina gore tayin edildi. 700 nm’de okunan
absorbans degerleri y ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x ekseninde gosterilerek bir
standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart ¢alisma grafiginde absorbans
konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y= ax + b’ye gore
belirlendi. Hazirlanan standart calisma grafigi kullanilarak numunenin igerdigi mg

cinsinden polifenol miktari, 700 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri kullanilarak belirlendi.

Abs(700nm)
So0o0 _o0oo0oo
c ool hrirrikrpr®P
EoodorrNvMANOON
| | | | | | | | |

0,02
0 B T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Katesin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 20. Folin-Ciocalteu metoduna gore standart olarak kullanilan katesinin farkl
konsantrasyonlarda verdigi grafik.
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Sekil 21. A8YM, A8SM ve ASCM’nin 700 nm’de &lgiilen absorbans degerleri kullanilarak
belirlenen % Polifenol miktarlari.

4.4. Antimikrobiyal Aktivite ile lgili Bulgular

Tablo 7°de 9 farkli tiirden bakteri tiirline karsilik metanolik ve kloroformlu
ekstraktlara ait minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) ve standart antibiyotiklerin
MIC degerleri verilmektedir. Bu bakteri tiirlerinde Bacillus cereus harig diger tiim bakterilere
metanolik ve kloroformlu ekstraklar inhibisyon etkisi gostermektedir. Ozellikle metanolik
ekstraklarin 8 farkli bakteri tiirii lizerindeki antibakteriyal etkisi kloroformlu ekstraklardan daha

yiiksek bulundu.

Tablo 7. A. narcissiflora subsp. narcissiflora bitkisinin metanolik ve kloroformlu
ekstraklarinin minimum inhibisyon konsantrasyonlari

Mikroorganizmalar ve MIC degerleri (ng/mL)
Numuneler

Ec Kp Yp Pa Ef Sa Bc Ca Ct
Chl-Yaprak 50 50 50 100 25 50 - 100 100
Chl-Cicek 25 25 25 100 25 - - 100 100
Chl-Sap 50 50 100 100 25 25 - 100 100
MeOH-Yaprak 50 25 50 25 25 50 - 25 25
MeOH-Cigek 50 25 50 25 50 - - 50 50
MeOH-Sap 50 50 50 25 12.5 25 - 25 25
Ampisilin 8 32 >128 32 32 2 2 2 2

Ec: Escherichia coli, Kp: Klebsiella pneumoniae, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa:
Pseudomonas aeruginosa, Ef. Enterococcus faecalis, Sa: Staphylococcus aureus 3, Be: Bacillus
cereus, Ca: Candida albicans. Ct: Candida tropicalis.

(-): Aktivite yok (1 mg /ml); MeOH: Metanol ekstrakt; Chl: Kloroform ekstrakt.
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Tablo 8’de 9 farkli bakteri tiirii iizerine ucgucu bilesenlerin antibakteriyal etkileri
verilmektedir. Ugucu bilesenler sadece Bacillus cereus iizerinde inhibisyon gergeklestiriken
diger bakterilere etki etmemislerdir. Agar kuyucuk yoOnteminin uygulanmasi sonucu,

degerlendirmeler inhibitdr bolgesinin ¢apinin durumuna gore hesaplandi.

Tablo 8. A. narcissiflora subsp. narcissiflora (500 ug/mL) bitkisinin ugucu bilesenlerinin
antimikrobiyal aktivitesi

Mikroorganizmalar ve inhibisyon ¢aplart (mm)

Numune

Ec Kp Yp Pa Ef Sa Bc Ca Ct
Cigek - - - - - - + -
Yaprak - - - - - - + . }
Sap - - - - - - + - -
Hekzan - - - - - - - -
Ceftazidime (10 pg)  ++ H+ A A - -
Triflucan (5 pg) - - - - - - - +++ o+

Inhibisyon yari ¢aplari: : (-): <5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++): 11-15 mm; (+++): > 16 mm. Ec:
Escherichia coli, Kp: Klebsiella pneumoniae, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas
aeruginosa, Ef: Enterococcus faecalis, Sa: Staphylococcus aureus, Be: Bacillus cereus, Candida
albicans. Candida tropicalis . Kontrol ¢dziiciisii olarak hekzan kullanildi.

4.5. Antioksidan Aktivite ile ilgili Bulgular

Calismada antioksidan aktivite ucucu ve kloroformlu bilesiklerde sadece DPPH
radikalini temizleme aktivitesi cinsinden incelenirken metanolik ekstraktlar da ayrica
fenolik madde miktarlar1 da hesaplandi Elde edilen tiim bulgular tablo 9°’da verilmektedir.
Aktivite DPPH radikalinin % 50’sini inhibe eden madde miktar1 cinsinden (ICso. ,g/mr)
hesaplandi. Buna gore Tiim ektraklarin DPPH radikal temizleme yetenegine sahip oldugu
bulundu. Metanolik yaprak ekstraktnin fenolik madde miktar1 olduk¢a yiiksek ve buna
paralel olarak DPPH radikali temizleme aktivitesi de yine en yiiksek bulundu. Elde edilen
aktiviteler standart antioksidanlar olan BHT ve Quercetin ile karsilastirildi. BHT suni bir

antioksidan olup Quercetin bitkisel kaynakli bir flavanoldiir.
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Tablo 9. 4. narcissiflora subsp. narcissiflora nin DPPH- temizleme aktivitesi

DPPH- * Polifenol
(ICs0. g/im1) (% in kuru ekstrakt)

EO-Yaprak 425+32.5 -
EO-Cigek 480+45.3 -
EO-Sap 649+68.7 -
MeOH-Yaprak 29+6.4 21.4+6.4
MeOH-Cigek 222+34.6 7.242.1
MeOH-Sap 422+70.2 15.2+4.3
Chl-Yaprak 952+121.5 -
Chl-Cigek 512+57.6 -
Chl-Sap 117+17.8 -
BHT 9.8+0.4 -
Quercetin 2.5+0.2 -

* Tiim denemeler 3 kez tekrar edilmis olup sonuglar ortalama +SD olarak hesapland: ve verildi.
- : test edilmedi.
MeOH: Metanol ekstrakt; Chl: Kloroform ekstrakt; EO: Essential oil (ugucu bilesen)

4.6. Anemone narcisisflora Bitkisinin Ucucu Bilesenlerinin Kimyasal Bilesimi ile
Ilgili Bulgular

Clevenger tipi su buhari destilasyonu ile elde edilen ucucu bilesenler 1.0 mL kadar
hegzan ile cihazadan alindiktan sonra gaz kromatografisine direkt olarak enjekte edildi.
Elde edilen veriler RT (retention time) degeri cinsinden kolondan bilesenlerin ayrilma
zamanlar1 cinsinden olup standart alkan karigimi kullanilarak ayni sartlarda cihazdan
elusyon zamanlarina gore grafik edilerek Retantion indeks degerleri elde edildi. Elde
edilen RI degerleri literatiirde daha 6nce HP-5 kolonu ile tespit edilen degerlere gore
arastirlldi ve referanslar1 tablonun en sag siitununa verildi. Tablodaki % alan ise bir
bilesenden bitkide bulunan % degeri gostermekte olup bu deger pik yiiksekliginden yine
ektrapole edilerek elde edilmistir. Elde edilen degerler Tablo 10°da verilmektedir. 53 tane
madde bitkinin ii¢ ayri kismindan tespit edilmistir. Elde edilen bilesenleri GC’nin MS
kiitliiphanesi ile sirastyla ¢icek kisminin 58.4, 71 ve 85.5 lik kismi aydinlatilabildi. Geri
kalan kismi bilinmeyenleri ifade etmektedir. Bu bilesenlerin ¢ogunlugunu yag asitleri ve

mono ve sesquiterpen’ler olusturmaktadir.
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Tablo 10. 4. narcissiflora subsp. Narcissiflora’ nin temel bilesenleri

Bilesenler* RI** (;i Xle; %SAalI; N ;}?f:ﬁ Kaynak
p-Ksilen 865 1.4 - - a
3-Furanmetanol 905 1.5 - - e
Metoksifeni oksim 931 8.3 - - e
o-Pinen 941 2.6 2.1 - a
Verbenene 960 2.1 - 14 a
Benzaldehit 962 - - 0.2 d
3-Furil metil asetat 1011 - - 14 e
2-Etil hekzanol 1035 - 2.2 0.5 e
Limone 1036 - - 49 1
Octilin 1067 - 1.1 - e
Linalool 1096 - 33 - b
Borneol 1157 4.1 - - b
Bilinmyen' 1172 - 2.6 -

a-Terpineol 1188 - 34 1.2 d
Nonanoic asit 1274 - 1.1 - e
Bilinmeyen® 1304 10.3 - -

fS-Pinen 1306 - - 2.1 c
2,4 decadienal 1316 - 1.2 - e
a-Copaene 1379 - - 24 d
Damascenone 1385 - 1.1 0.4 e
Isovanilin 1397 5.5 - 0.1 e
p -Elemene 1399 3.8 - - 1
p -Caryofilen 1424 2.1 - 1.4 m
Aromadendrene 1445 3.6 - 1.8 d
o-Humulene 1472 1.4 - - 1
Germacrene-d 1482 - 1.2 1.6 a
Cyclodecene 1526 - - 1.0 e
2-Butenedioik asit 1539 - 1.1 - e
Longiborneol 1597 - 2.5 - b
a-Cadinol 1644 2.2 - - b
f-Eudesmol 1652 1.6 1.8 1.5 m
(cis)-2-Nonadecene 1693 - 3.2 - e
o-Muurolol 1698 - - 1.4 n
7-Tetradecene 1737 - - 1.9 e
Tridecanol 1737 - 44 - e
Octadecane 1800 - 2.1 - e
Pentadecanoic acid 1847 2.2 4.7 19 e
Isobutyl phthalate 1869 - - 0.9 e
Pinane 1882 2.1 - 1.0 e
2-Formylhexadecane 1915 - - 1.1 e
Hekzadehanoik asit 1928 1.7 15.5 - e
Isopitol 1949 - 24 e
Tetradecanoic asit 1949 - 5.3 - e
Dibutyl phthalate 1963 - 2.9 0.4 e
Phytol 2112 - - 21 e
Behenic alcohol 2225 - - 0.5 e
Lanol S 2289 1.9 - 1.2 e
Dehidroabietal 2260 - 3.6 0.9 b
Cyclotetradecane 2290 - 1.5 - e
Bilinmeyen® 2391 - - 3.9
Di-(2-ethylhexyl) fitalat 2550 - 1.2 - e
Erucylamide 2779 - 1.9 - e
Stigmastan-3,5-dien 3078 - - 8.0 e
Toplam 58.4 71.0 85.5
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Bilinmeyen | RI m/z (%) Cicek | Sap | Yaprak
Bil-1 1172 | 180(36), 137(88), 124(100), 109(14), 81(22), 55(65) - 2.6 -
Bil-2 1304 | 429(60), 341(100), 325(32), 207(36), 73(85), 57(46) | 10.3 - -
Bil-3 2391 | 239(86), 109(15), 98(38), 81(100),71(36), 57(50) - - 3.9

** Kovats Index : HP-5 kolonu ile n-alkanlar yiiriitiilerek elde edilen indis.

e : Wiley and NIST kiitle spektral kiitliphaneleri

a: Yayli vd., 2005, b: Adams, 1995, c: Ricci, 2005, d: Sacchetti vd., 2005, k: Duru vd., 2003,
l:Gauvin, vd., 2004, m: Flamini, cd., 2003, n: Tepe vd. 2005.

4.7. Anemone narcisisflora Bitkisinin Metanolik Fraksiyonunun Kimyasal
Bilesimi ile Ilgili Bulgular

Metabolik ekstraktlar polar bilesenler olduklarindan 6nce ugucu bilesenleri haline
getirildi ve HP-5 kolona verildi. Elde edilen elusyonlar yine RI degerlerine doniistiiriiliip
tayin edildi. Elde edilen bilesenler ii¢ sinif altinda toplandi. Bulunan degerler Tablo 11 de
verilmektedir. Bu polar yapili bilesenler yag asitleri, fenolik asitler ve sekerlerdi. Yag

asitlerinden en fazla (%16) hekzadekanoik bulundu.

Tablo 11. 4. narcissiflora subsp. Narcissiflora’ nin metanolik kisminin temel bilesenleri

. *a - Cicek Sa Yaprak
Bilesenler RI %Alan %Alrzm %lglan
Yag asitleri
Propanoik asit 1050 0.2 1.8 0.4
Pentanoik asit 1104 - - 0.8
Octanoik asit 1269 - 0.2 0.2
Butanedioik asit 1324 1.0 0.9 0.7
Decanoik asit 1463 - 0.2 -
Palmitik asit 2052 7.3 - -
Hekzadekanoik asit 2053 16.7 18.0 5.9
trans-9-Octadecenoik asit 2222 - - 1.0
a-Linolenik asit 2223 6.8 2.1 -
11-cis-Octadecenoik asit 2224 - 2.1 -
Oleik asit 2230 - 0.3 -
Stearic asit 2249 0.6 - -
Octadecanoic asit 2250 04 1.5 0.7
Fenolik asitler
Lemonene 1348 - - 04
p-hydroxybenzoic asit 1575 5.6 0.5 23
Suberic asit 1710 0.4 0.8 2.2.
Hydrocinnamic asit 1769 0.2 - -
Isovanillic asit 1776 - - 0.6
p-coumaric asit 1798 5.2 34 2.6
Azelaic asit 1808 0.3 1.4 2.5
Sebacic asit 1905 - - 0.4
Vanilacetic asit 1906 0.1 - -
Ferulic asit 1934 0.8 2.3 0.6
Cinnamic asit 1935 0.1 2.1 1.7
Caffeic asit 2001 49 - -
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Sekerler
Levoglucosan
D-Sorbitol

Glusitol

D-Glukose
a-D-Galactopiranoz

1731
1980
1981
2029
2030

1.8
0.1

0.4

* Tiim bilesikler Trimetilsilil Ester ile tiirevlendirildi (TMSE).

** Wiley and NIST kiitiiphanesi kullanilarak adlandirilma yapildi.

4.8. Anemone narcisisflora Bitkisinin Kloroformlu Bilesenlerinin Kimyasal

Bilesimi ile Tlgili Bulgular

Klorofomlu ekstraktlar yine apolar bilesenlerden ibaret olup hig¢ bir tiirevlendirme

yapilmaksizin kolona verildi. Elde edilen degerler yine RI degerlerine aklanlar referans

alinarak doniistiiriildii ve bulunan bilesenler tablo 12°de verilmektedir.

Tablo 12. 4. narcissiflora subsp. Narcissiflora’nin temel kloroformli bilesenleri

o Cicek Sa Yaprak
Bilesikler* RI** %Alan %Alrz)in %li)lan
Fenil etil alkolk 1087 0.1 - -
Metiletilmalenimid 1222 - 03 -
Benzen asetik asit 1258 0.2 - -
p-Vinilguaiakol 1313 - 0.4 1.6
2-Methoxy-4-vinilfenol 1313 0.2 1.1
p-Metilofenol 1349 - - 2.7
2-(4-Metoksifenil) etanol 1369 0.3 - -
Izovanilin 1397 - 04 -
Niazinamid 1401 0.2 - -
Benzoik asit 1530 0.4 - -
Etil vanilate 1567 - 04 -
y-Terpine 1576 0.2 - -
2,5-Dimetilbezoik asit 1629 0.2 - -
4-Methoksi stilben 1747 0.1 - -
Myristik asit 1764 - 0.5 -
Tetradecanoik asit 1765 04 0.8 -
Loliolid 1766 - - 2.3
Ethyl vanillate 1811 - 0.1
Neophytadiene 1841 - - 3.2
Pentadecanoik asit 1864 0.3 0.6 -
Ferulic asit 1871 - 0.4 -
n-Hexadecanoic asit 1972 9 19 2.9
Palmitic asit 1972 1.2 -
Stearic asit 1995 - 0.9 -
Heptadecanoic asit 2065 0.2 0.5 -
Didecyl sebacate 2101 - - 2.1
Phytol 2114 2.7 - 1.4
Linoleik asit 2138 1.7 2.1 -
Octadecanoik acid 2167 0.3 0.8 -
Palmitamide 2183 - - 1.9
Muscalure 2275 0.9 - -
1-Octadecene 2288 1.2 0.7 -
Stearyl alkol 2288 - 1.8 -
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Tablo 12’nin devamu

9-Octadecenamide
Stigmasta-5,22-dien-3-ol
2-Methyl-Z,Z-3,13-octadecadienol
7,10,13-Hekzadekatrienoik asit
Stearyl alkol

Stenol

o-Monopalmitin

Palmitik asit gliserol ester
2-Monopalmitin
Sisteaminesulfonik asit

2-Octyl ciklopropane oktanal
Octoil

Diisooctilfitalaldehit
2-Methyl-Z,Z-3,13-oktadekadienol
9-Oktadekenoik asit

y -Sitosterol

Ethylcholest-5-en
S-sulfo-sisteamine
2-Methyl-octadecadienol

Cholesta-4,6-dien-3-ol, 6-fluoro karboksi

asit

Stigmastan-3,5-dien
Ergosta-4,6,22-trien-3.beta.-ol
Clionasterol

Vitamin E

Campestrol

Total

2361
2376
2455
2479
2493
2495
2509
2510
2511
2512
2534
2549
2552
2567
2580
2658
2651
2655
2679

2876

3078
3079
3080
3111
3204

0.7
12.1
4.7

1.0

5.8

2.5
1.8

67.2

8.2
53.9

1.5
5.5

1.9

1.0
41.9

** Wiley and NIST kiitiiphanesi kullanilarak adlandirilma yapildi.
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S.TARTISMA

Tiirkiye farkli iklimlere, cografik konuma, ekolojik faktorlere ve Asya, Avrupa ve
Afrika arasinda bir gegit olmasina dayanan &zelliklerinden dolayi biyolojik kaynaklari
bakimindan en zengin tilkelerden biridir. Bundan dolayi, ¢icek ¢esitliligi 11000°den 3700’1
yoresel olan genis bir tiir segenegi saglamaktadir (Sener, 2002). Bu amagla olduk¢a zengin
bitki ortiisiine sahip Dogu Karadeniz bdlgesinin Rize-ikizdere Anzer yaylasindan 2004-
Haziran ayinda toplanan bitkinin yas iken zehirli oldugu ancak kurutulmus yapraklarinin
ilag olarak kullamildig:1 literatiirde bildirilmistir (Davis,1965; Davis, 1988) ). Kurutulan
bitkinin sap, yaprak ve cicek kisimlarindan soxhlet sistemi ile metanolik ve kloroformlu
ekstraktlar elde edildikten sonra ¢oziicii ugurulup kuru ekstraktlar DMSO ve DMSO-
kloroform (9:1) karisiminda ¢oziildii. Bitkinin ugucu bilesenleri Clevenger sisteminde su
buhar1 destilasyonu ile elde edildi. Kloroformlu ve ugucu bilesenleri dogrudan GC-MS
analizi yapilarak belirlendi. Metanolik ekstraktlar ise 2N HCI ile hidroliz edildikten sonra
farkli pH’da (3, 7, 10) etil asetat ile ekstrakte edildikten sonra piridinde ¢oziindiiriip
MSTFA + %1 TMCS reaktifleri ile tiirevlendirildi ve GC-MS analizi yapildi. Calismada
tiirevlendirme reaktifi olarak sililasyon yapabilen ve apolar ve ugucu hale doniistiirebilen
reaktifler (MSTFA + %1 TMCS ) kullanildi. Daha ¢ok trimetilsilil tiirevi bilesikler elde
edilmis olup kromatogramda tiirevsiz hallerinin adlar1 alind1.

Anemone narcissiflora bitkisinin i¢ ayr1 fraksiyonun yaprak, c¢icek ve sap
kisimlarinin GC-MS analizi yapildi. Su buhan tipi destilasyon ile elde edilen ugucu
bilesenlerinin analizinde en fazla bilesenin yaprak kisminda oldugu ve bu kismin % 74
oraninda aydmlatildigi, sap kisminda nispeten daha az sayida bilesen oldugu bulundu.
Ugucu bilesiklerin daha ¢ok monoterpen ve seskoterpen tiirii bilesiklerce zengin oldugu
bulundu.

A. narcissiflora bitkisinin kloroformlu ekstraktinin daha ¢ok yag asitlerince zengin
oldugu bulundu. Nispeten apolar bir ¢oziicii olan kloroform lipitler i¢in iyi bir ¢oziiciidiir.
Dolaysiyla lipid fraksiyonu ¢ozdiigiinden dolay1 bu fraksiyon yag asitleri fraksiyonu olarak
elde edildi. Bu fraksiyon apolar yapisindan dolay1 tiirevlendirmeye gerek kalmadan direkt
olarak GC —MS verildi. Metanolik fraksiyon ise yag asitleri, fenolik asitler ve sekerlerden
olusan ii¢ ayr1 bilesik sinifi halinde elde edilmis olup kafeik asit, sinamik asit gibi

antioksidanca zengin ikincil metabolit liriinlerini icermektedir.



Oksidasyonu durduran veya geciktiren ajanlar olan antioksidanlar {izerine yapilan
caligmalar son 20 yilda bir hayli ilerlemistir. Reaktif oksijen tiirlerine karsi bitkilerde
savunma mekanizmasinda rol alan bilesikler, daha ¢ok fenolik yapida bulunurlar (Rice-
Evans vd., 1997). Antioksidan kapasitenin 6l¢iimiinde pek ¢ok fakli metot kullanilmaktadir
Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri; hidrojen verici, singlet oksijen tutucu, metal
iyonlarm1 baglayici (selat olusturma), H,O,, O;", ve OH™ gibi radikalleri dismutasyona
ugratict gibi farkli mekanizmalardan ileri gelmektedir. Toplam fenolik madde miktarinin
Ol¢iimiinde kullanilan Folin reaktifi ile renkli kompleks olusturmaya dayanan toplam
fenolik (polifenol ve flavanoidler) madde tayini sadece metanolik ektraklara uygulandi.
Sulu ortam reaksiyonu oldugu igin folin reaktifi sadece sulu ortamda fenolik maddelerle
renkli kompleks olusturmaktadir. Bundan dolay1 calismada sadece metanolik ektraklarin
toplam fenolik madde miktarlari tayin edildi. Anemone narcissiflora’ nin 6zellikle yaprak
kisimlarinda yiiksek fenolik madde miktarina sahip oldugu bulundu. Bitkinin ¢igek
kismindan iki kat fazla fenolik madde yapraklarinda tesbit edildi.

Metanolik ektraklarin GC-MS degerleri bilesenler ii¢c sinif altinda toplandi. Daha ¢ok
polar yapili bilesikler olan fenolik asitlerden p-hidroksibenzoik asit ve kumarik asit
zengin bir kisim ile sekerlerden Levoglucosan adi verilen bir seker bulundu..Yag
asitlerinden en fazla (%16) hekzadekanoik bulundu. Kloforomlu ektraklar tiirevlendirme
yapilmaksizin GC-MS kromatogramlar1 alindi. Kloroformlu ektraklarin yag asitlerince
zengin oldugu ozellikle de n-Hekzadekanoik asit ~ bakimindan zengin oldugu
bulundu.Caligsmada ilgi ¢ceken bir baska 6zellikte Hekzadekanoik asit in hem kloroformlu
hem de metanolik ektraklarda bulunmasi idi. Bu yag asidi her iki ¢oziicii tarafindan da
ekstrakte edilebildi.

DPPH sulu, etanolik veya metanolik ortamlarda bozunmadan kalabilen sentetik
orijjinli ve satin alinabilen tek serbest radikaldir. Tim serbest radikaller lipit
peroksidasyonunun baslamasina neden olabilirler. DPPH radikali temizleme aktivite
metodu hem sulu hem de susuz ortamlarda calismalara ¢ok uygun olabilen bir radikal
oldugu i¢in caligmada 6zellikle tercih edilmistir. Metanolik ektraklar i¢in ortama ¢oziicii
olarak metanol ilave edilirken kloroformlu ektraklar i¢in ise ortama kloroform ilave
edilmistir. Her iki ortamda da ¢dziilebilen bir radikal olmasi kullanimini artirmaktadir.
Calisgmada DPPH radikalinin % 50’sini bozunduran ya da temizleyen ekstrakt miktar
olarak bulunun ICsy degeri ne kadar yiiksek olursa aktivite o kadar diisiik demektir. Buna

gore en yiksek DPPH aktivitesine sahip bolge yine yaprak kismidir. Bunun sebebi
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yapraklarda yiiksek fenolik madde miktardan dolayr DPPH radikali temizleme aktivitensin
artmis olabilecegidir. Nitekim literatiire baktigimizda yiiksek fenolik madde miktarina
sahip ekstrakt’inin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterilmektedir (Kolayl
vd. 2004 ; Kiiciik, vd. 2007).

Bitkinin biyolojik aktivitesi olarak ayrica antibakteriyal o6zellikleri incelendi.
Metanolik ve kloroformlu ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri 9 farkli sus olan
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia pseudotoberculosis, Pseudomonos
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida
albicans, Candida tropicalis suslari iizerinde denendi ve bulunan aktiviteler minumum
inhibitér konsantrasyon (MIC, pg/mL) cinsinden tayin edildi. Metanolik ve kloroformlu
ekstraktlarin Bacillus cereus hari¢ diger tiim bakterilere karsi degisen MIC degerlerinde
aktivite gosterdikleri tespit edildi. Ugucu bilesiklerden olusan ektraklarin ise sadece B.
cereus bakterisine karsi etkili olurken diger bakterilere etkili olmadigi bulundu. Calismada
yakaladigimiz ilging bir 6zellik de metanolik ve kloroformlu ekstraklarin etki etmedigi
bakteri olan B. cereus sadece esansiyel olarak adlandirdigimiz ugucu bilesenler tarafindan
inhibisyona ugramaktadirlar. Bitkinin biitiinliigii a¢isindan 6énemli bir kriter teskil ediyor.
B. cereus sporlu gram pozitif mikroorganizma olup gida kaynakli enfeksiyon etkenlerinden

biridir.
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6. SONUC VE ONERILER

A.narcissiflora bitkisinin kloroform, metanol ve su buhari destilasyonu ile elde edilen
tic aynt fraksiyonunun bilesimi GC-MS ile aydinlatildi. Bitkinin sap, yaprak ve ¢igek
kisimlarindan elde edilen ii¢ ayr1 polariteye sahip ekstraklarin biyolojik aktiviteleri
incelendi. Biyolojik aktivite olarak antioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal aktiviteleri
incelendi. DPPH radikal temizleme aktivitesi yoniinden metanolik ektraklarin oldukca
yiiksek aktiviteye sahip oldugu o6zeklikle yaprak ve cigek kisimlarinin serbest radikal
temizleme yoOniinden daha etkili oldugu ve buna paralel olarak bu kisimlar1 daha yiiksek
polifenol icerigine sahip oldugu bulundu. Ayrica her {i¢ ayr1 polariteye sahip bitkinin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ancak ugucu bilesenlerin sadece Basilleus cereus
tizerine etkili oldugu ve diger ekstraklarin B. cereus hari¢ kullanilan 8 bakteriye etkili
oldugu bulundu.

Sonug olarak Anemone narcissiflora subsp. narcissiflora bitkisinin kimyasal igerik
yoniinden ve in vitro c¢alismalarda oOzellikle yaprak kisimlarinin biyolojik etkinlik
yoniinden ve antikanserojen potansiyele sahip oldugu tespit edildi.

Calismanin antioksidan aktivite olarak tek metot kullanildi, DPPH radikal temizleme
aktivitesi. Bunun disinda baska metoduna gore degil de baska serbest radikaller iizerinde
(sliperoksit, peroksinitril, hidroksil gibi) denenebilir. Bu da kullanilan metotlarin modifiye
edilerek apolar fraksiyonlara uygulanmasi ile gergeklesebilirdi.

Bu caligmanin devaminda ekstraklardaki ve esansiyel yaglardaki biyolojik aktif
bilesenler ayr1 ayri1 belirlenme yoluna gidilmeli ve canli denemeleri yapilmalidir.
Bulunabilecek maddeler ya da madde karisimlar1 belki de 10-20 yil sonrasinin degerli ve
ucuz antibiyotiklerinden biri olacaklardir. Ayrica diyetle bu bitkinin tiiketilebildiginin
kesin teyit edilmesini takiben halk arasinda tiiketilmesi tavsiye edilmelidir.

Bitkinin antioksidan etkili bilesenlerini tespit etmek i¢in standart maddeler kullanarak
HPLC ile tayinler yapilabilir. Ayrica Clevenger sistemi yerine Head Space denen sistem ile
ucucu bilesenleri daha yiliksek verimde tayin edilebilirdi, ancak bu cihazlar elimizde
olmadig1 i¢in sadece GC-MS ile aydinlatma yapildi. Ayrica bitkiden hazirlanan sulu
ekstraklarin kimyasal ve biyolojik yoniiniin incelenmesi insan beslenmesi agisindan daha

yararli olabilirdi.
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