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Bu ¢alismada Achillea Clusiana Tausch ve Centranthus longiflorus Steven tiirlerinin antioksidan ve anti bakteriyel agidan etkileri belirlenmistir. Yapilan
calismada DPPH serbest radikali yakalama testi, metal iyonlar gelatlama aktivitesi, total fenolik igerik tayini, 3-karoten ve likopen miktar analizleri ve
anti bakteriyel etki ¢aligmalari yapilmustir. Anti bakteriyel etki ¢aliymasinda kullanilan test patojenleri ticari antibiyotik diskler kullanilarak;
antibiyotiklerin patojenler iizerindeki etkileri de incelenmistir. Tiim bu ¢aligmalar neticesinde Achillea clusiana Tausch tiirii yiiksek antioksidan etki ve

yiiksek anti bakteriyel etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Achillea clusiana, Centranthus longiflorus, DPPH, antioksidan, antibakteriyel etki

Antioxidant and Antibacterial Activities of Achillea Clusiana and Centranthus Longiflorus
Collected from Adiyaman Akdag (Tut-Erkenek) Region

Abstract

In this study, antioxidant and antibacterial effects of Achillea Clusiana Tausch and Centranthus longiflorus Steven species were determined. In this
study, DPPH free radical capture test, metal ions chelating activity, total phenolic content, 3-carotene and lycopene values and antibacterial effect was
performed. Commercial antibiotic discs used for determination of antibiotic effect for comparison the effect of tested pathogens. As a result of all these
studies, Achillea clusiana Tausch species showed high antioxidant and antibacterial effect.
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1. Giris

Gegmisten giiniimiize bitkiler birbirinden farkli hastaliklar tedavi etme amaciyla bir ¢ok kez tercih edilmistir.
Antik ¢aglarda hemen her kes pek ¢ok otu ¢ay olarak veya besin olarak taniyor ve kullaniyordu. Bunun yani sira, baharat,
kozmetik veya diger amaglarla da bitkiler insan yasaminin 6nemli bir parcasiydi[3]. Antik Misir’da kendisinden ilag
yapilan maddeler arasinda cesitli bitkileri, ¢esitli maden ve taslar1 ve hayvanlarin bazi uzuvlarini sayabiliriz[1]. O
donemlerde bitkilerin ¢esitli kimyasal olmayan metotlarla yaglarini1 ve 6zlerini ¢gikararak kullanimi gergeklestirilmistir.
Bazi bitkilerden merhemler yapilmistir. Yara iyilesmesinde ve ameliyat ¢alismalarinda hayvansal ve bitkisel iiriinler
kullanilmigtir. Giiniimiize ulasan veriler 1s1gimnda en ¢ok tibbi ilag kullanimi ve yapimi Antik Misir déneminde
gergeklesmistir[1]. Antik Misir’da mumyalama ¢aligmalarinda ¢iirlimiis miir otu, gesitli aromatikler, palmiye yagi ve bazi

baharatlar da kullanilirds. [2].

! Bu makale yiiksek lisans tezinden tiretilmistir.
*Sorumlu yazar e-mail: 14220910001@nevsehir.edu.t
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Antik Yunan’lar da bazi bitkilerden ilaglar iiretmis ve bu ilaglar1 da ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanmuislardir. Yunan hekimler, kok sokiiciiler tarafindan yillar boyu toplanan bitkisel droglar1 kullanmaktaydi. Bunlar,
bitki ve kokleri tipta oldugu kadar biiyiiciiliikte de kullanmak i¢in toplamiglar ve bir miiddet sonra bunlarin etkileri
hakkinda zengin bilgi sahibi olmuslardi[3]. Mezopotamya uygarliklarindaki hekimler g6z hastaligimi ¢ok yakindan
incelemisler ve bu hastaliklar iyilestirmek i¢in goz banyolari, merhemler ve cesitli yaglar kullanmislardir[4]. Goz
hastaliklarina kars1 bir takim otlar1 kaynatarak yag icerisinde bir merhem yaptiklar1 ya da bakir madenini arpa suyuna
karigtirarak bununla hasta gozii yikadiklar1 6grenilmektedir[5].

Islamiyet Oncesi Tiirk’lerde tibbi ilimlerde dini sembollerden biri olan samanlar uzmanlasmisti. Samanlar
psikolojik yontemleri kullanarak tedavi etmislerdir. Ilagla tedavi eden hekimlere ise otact denmektedir. Kasgarli Mahmud,
ansiklopedik biiyiik ligatinda otaciy1 soyle agiklar; ot = bitki, ot, ila¢, ag1 bundan dolay1 hekime otaci denir. "Otamak"
ise tedavi etmektir. Otacilar Yusuf Has Héacib’in Kutadgu Bilig eserinde su sekilde ifade edilmistir. "Otaci'min séziine
gore, ildg alimirsa, hastaliga iyi gelir, afsuncu'nun séziine gére muska tasirsan, cinler senden uzaklasir”. Otacilar igin
ilag hazirlayanlara ise idisci ad1 verilmistir. Giiniimiizde eczacilara karsilik gelmektedir. Idisciler genel olarak icecek
formda ilaglar1 hazir bulundururlardi. Her gesit bitkiyi bilgileri dahilinde hastaliga bagli olarak karistirip ila¢ hazirlamakla
gorevlilerdi[6].

Islamiyet’ten sonra ise Ibn-i Sina, Buruni gibi biiyiik Tiirk tabipleri yetistirilmistir. Kullandiklar1 yoéntemler ve
bitkisel ilaglar giiniimiiz modern tibbina 151k tutmustur.

Yillar i¢inde mikroskobun kesfi ve gelistirilmesi neticesinde hiicreler ve hiicre tipleri kesfedilmistir. Kesfedilen
hiicrelerdeki; metabolik faaliyetler, hayatta kalma miicadelesi, lireme, bosaltim vs. gibi bir¢ok konu arastirilip biyoloji ve
tip biliminin hizmetine sunulmustur. Zamanla bircok hastalifa sebep olan patojenler kesfedilmistir. Bu aralikta
mikroorganizmalar kesfedilip hiicresel yapilar1 aydnlatilmistir. Bitkilerde oldugu gibi mikroorganizmalarda tiplerine
bagli olarak simiflandirilmistir.

Elektron mikroskobunun icadi molekiiler bilimin ortaya ¢ikisini saglamigtir. DNA’nin kesfi ile bir ¢ok hastaligin
DNA’ya bagimli oldugu anlasilmaya da baslanmistir. DNA iizerindeki en kiigiik kusur dahi ¢esitli hastaliklarin ortaya
¢tkmasina sebep olmaktadir. Insan genom projesinin tamamlanmast ile genetik organizasyon ¢ok daha net anlasilmistir.
Kanser gibi 6limciil hastaliklarin kesfedilmesi ile bir ¢ok hiicresel organizasyonun zarar gordiigii, normal de yapmasi
gereken isin disinda bir is ile ugrastigi, ¢evresindeki saglikli hiicreleri rahatsiz ederek onlar1 da kanserlestirdigi gibi bir
¢ok yeni alan XXI.y.y. baslarinda kesfedilmistir. Bu siire¢ icerisinde hiicre 6liim mekanizmalar1 da incelenince tim bu
olaylarin DNA, kanserojen (kansere sebep olan madde), hiicre 6liim yolagi ve mitokondri iligkili oldugu ortaya
koyulmustur. Organizmada gergeklesen bir takim reaksiyonlar sonucunda eslenmemis elektronu bulunan bir takim
molekiillerin varligina ulagilmigtir. Bu olaylar normal olarak organizmada ger¢eklesmesine ragmen popiilasyonlar arasi
ifade ylizdesindeki artig yiiziinden giincel hayatta kanser dedigimiz hastaliga yakalanmamiza sebep olmaktadir.
Organizma belli bir diizeye kadar kontrol saglayabilirken bu miktarin {stiine ¢ikilmasit sonucunda kanser denilen
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Kansere sebep olan bazi maddeler fiziksel, kimyasal, viral ve hormonal kaynakli olabilmektedir. Organizmada
normal olarak gergeklesen metabolik reaksiyonlar neticesinde serbest radikallerin ve ya hormonsal bozukluklar
neticesinde ortaya ¢ikan kanser tipleri gliniimiizde hala arastirilmaktadir. Genel olarak serbest radikaller DNA hasarlarina
yol agtig1 gibi gen {irlinlerine de zarar vererek hiicresel organizasyonun bozulmasinda onemli bir faktdr olarak
nitelendirilmektedir. Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran ve bu agig1 kapatabilmek
icin bagka bilesiklerin elektronlarini almaya caligsan reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirevleri (ROT/RNT) gibi atom
veya bilesiklerdir[9]. Oksijen tiirevli olan bu maddelere oksidan adi verilmistir. Mitokondri ATP {iretiminin yan1 sira
oksidatif fosforilasyon ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretildigi ve bunun bir sonucu olarak da oksidatif hasara en
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yogun olarak maruz kalan organeldir[7]. Bu maddelerin etkilerini azaltabilen ve ya ortadan kaldirabilen maddelere ise
antioksidan adi verilmistir.

Bitkiler; giiniimiiz teknolojisi ile incelenince antioksidan aktivite gosterdigi ve cesitli kanser hastaliklarinda
pozitif etki gosterdigi inkar edilmez bir gercektir. Bu gibi maddeleri bitkisel iiriinlerin igerisinde belirli miktarlarda
gorebilmekteyiz. Farmakoloji(ilag bilimi) alaninda bu 6zellikleri sebebiyle de bitkiler ila¢ sanayiinin vazgegilmez
hammaddelerindendir.

Bitkilerin hayatsal fonksiyonlarini gergeklestirmek igin iirettigi molekiillere primer metabolitler denmektedir.
Primer metabolitlerin diginda bitkilerin {irettigi aromatik igerikteki bilesenlere ise sekonder metabolitler denmektedir.
Sekonder metabolitler igerisinde fenolik bilesikler, alkoloidler, terpenoidler, glikozitler, ribozomal olmayan peptitler gibi
ozel bilesikler antioksidan 6zellik ve antimikrobiyal 6zellik gosteren bazi bilesik cesitleridir[8].

Antioksidanlarin bu 6zellikleri kesfedildikten sonra gida sanayiinde kullanimi artmistir. Bir takim yontemlerle
yapay antioksidanlar koruyucu 6zelliklerinden dolayr katki maddeleri olarak gida sanayiinde kullanilmaktadir. Bunun
disinda dogal olarak bitkilerinde sekonder metabolit olarak iirettigi antioksidan &zellik gdsteren bilesenleri de vardir.
Antioksidanlarin bitkiler tarafin iiretilen tiirlerine dogal antioksidanlar, kimyasal yontemlerle iiretilebilenlerine ise
sentetik antioksidanlar denmektedir.

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda mikroorganizmalarin {iremesi ve ortamda baskin tiir olmasini
engelleyen dogal antibiyotik ozellik gosteren tiirlerinde oldugu bilinmektedir. Bu tiir 6zellik gosteren bitkiler
farmokolojik agidan oldukga degerlidirler.

Bu ¢alismanin amaci; kanser tedavisinde kullanilmak amaciyla bitkisel iceriklerin belirlenmesini, metabolik
reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikal kirliliginin azami sinira indirilmesi, ila¢ sanayiinde kullanilan kimyasal
materyallerin azaltilmas1 ve bitkisel alternatif tibbin gliniimiiz teknolojisi ile tedavi etme potansiyelinin kanitlanmasidir.
2. Materyal Metot
2.1. Materyal
2.1.1. Calismada Kullanmilan Cihazlar

Calismada: Sinbo Scm-2934 marka kahve ve baharat 6giitiicii, ISOLAB laborgerate GmBh marka soxhlet
ekstraktorii, Bandelin HD 2070 marka sonikasyon cihazi, SELECTA 2001244 00-E 53034 marka etiiv, Tetra T60 marka
spektrofotometre, Tetra MED 20 marka otoklav, BUCHI marka rotary evaporator cihazi, ISOLAB LWD-3004 marka
safsu cihazi, KERN & Sohn GmbH marka hassas terazi, VESTEL marka buzdolabi ve SOIF OPTIKAL INSTRUMENTS
marka 151k mikroskobu kullanilmistir.

Ek olarak ISOLAB marka plastik petriler, ISOLAB marka 2.5 ml plastik mikrokiivetler, ISOLAB marka plastik
0ze, ofis zimba makinasi, ameliyat bonesi, ISOLAB marka 100-1000 ml erlen mayerler, ipek marka hidrofilik pamuk,
altiminyum folyo, saf su, ISOLAB marka 10 pl — 50 pl — 200 ul — 1000 ul pipet uglari ve uygun mikropipetler de
elektronik cihazlar diginda kullanilan diger materyallerdir.

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde Merck marka Nutrient broth, Sodium chloride (NaCl), Nutrient Agar, Alkomed marka Etil alkol (%
96), Merck marka Metanol, Aldrich marka DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl), SIGMA- Aldrich marka FeCl2,
SIGMA-AIldrich marka 3-(2-pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4’,4’’-disulfonic acid Sodium salt, Sodyum corbanate
(Na2C03), folin-Ciocalteu's phenol reagent, Merck marka Aseton ve Merck marka Hekzan kullanilmigtir.

Ayrica Bioanalyse marka antibiyotik diskler kullanilmustir.

2.1.3. Calismada Kullanilan Deney Mikroorganizmalari

Bu ¢alismada Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Micrococus luteus
ATCC 4698, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 11229, Bacillus subtilis ATCC 6051.
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2.2. Metot

2.2.1.  Ekstraksiyon Islemleri

Bitkilerin hayat dongiilerini belirleyerek toplama kosullarinin uygunlugu kesinlestirilmistir. Rakima bagl olarak
bitkilerin toplanma araligi 20 Haziran - 15 Temmuz araliginda belirlenmistir. Her toplanan bitki koklii bir sekilde
almmustir. Toplama islemi bittikten sonra bitkiler glines almayan bir yerde oda kosullarinda yaklagik bir hafta kurutma
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra paketlenip ¢alisma laboratuvarina ulastirilmigtir. Tiim bitkilerden yaklasik olarak
150 gr — 250 gr kuru agirlik elde edilmistir. Her ekstraksiyon islemi i¢in yaklagik 50-70 gr araliginda kuru madde tartilip
350 ml etanol varliginda ekstrakte edilmistir. Elde edilen etanol + bitki ekstresi +4°C de buzdolabinda saklanmistir. Bu
asamadan sonra bitki ekstreleri evoperatdr cihazina verilmistir.

Evoperator cihazinda ¢6ziicii madde uzaklastirilmis ve kalan katt madde + etanol karigimi petrilere dokiilmiistiir.
Coziicli madde; bir giin + 60°C de etiiv vasitasiyla tamamen ugurulmustur.
2.2.2. DPPH Serbest Radikal Siipiirme Testi

Bitki ekstrelerinin serbest radikal siipiirme aktiviteleri 2.2-difenil-1-pikrilhidazil (DPPH) kullanilarak
belirlenmistir[10]. Elde edilen bitki ekstrelerinden 1 gr / 10 ml bitki ekstresi + metanol karisimi ana stok olarak
belirlenmigtir. Uygulanan dozlar ise 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm ve 200 ppm olarak belirlenmistir. Bu
konsantrasyonlardaki bitki ekstresi + metanol karisimi %0,004 DPPH ¢ozeltisiyle muamele edilmistir. 30 dakika oda
sicakliginda karanlik ortam kosullarinda inkiibasyona birakilmigtir. Bekleme siiresi sonunda spektrofotometre cihazinda
517 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Negatif kontrol karisiminda 1 ml metanol + 1 ml DPPH ¢6zeltisi,
ornek karisiminda ise bitki ekstresi + metanol (1 ml) ve 1 ml DPPH ¢ozeltisi bulunmaktadir. Pozitif kontrol karigiminda
ise ayn1 dozlarda bitki ekstresi + metanol (2 ml) karisimi1 bulunmaktadir. Serbest radikalleri sliplirme aktivitesi asagidaki
formiile gére hesaplanmistir.
%Stipirme={[A-(B-C)/A]*100}
A= Negatif kontrolden okunan absorbans degeri
B= Ornekten okunan absorbans degeri
C= Pozitif kontrolden okunan absorbans degeri
2.2.3.  Metal Iyonlari Selatlama Testi

Metal iyonlar selatlama aktivitesi testleri serbest halde bulunan agir metallerin yikici etkilerini inhibe etmek
amactyla kullanilan bir test yontemidir. Bu ¢alismada Decker ve arkadaginin[11] belirledigi yontemde baz1 degislikler
yapilarak ¢alisilmistir. Ana stok iizerinden alinan konsantrasyonlar 1000 ppm, 1500 ppm, 2000 ppm, 2500 ppm olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlarda hazirlanan metanol bitki ekstresi karigimlarina 2 mM FeCl, ve 5mM ferrozin
cozeltisi sirastyla eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika karanlik ortamda birakilarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon
isleminden sonra tiim 6rnekler 562 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Tiim iglemler sonunda % baglama
degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalar asagidaki formiile gére hesaplanmustir.
%Selatlama={[A-(B-C)/A]*100}
A= Negatif kontrolden okunan absorbans degeri
B= Ornekten okunan absorbans degeri
C= Pozitif kontrolden okunan absorbans degeri
2.2.4. Total Fenolik Bilesik Miktarinin Tespiti

Toplam fenolik bilesik miktarlari, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak, gallik asit esdegeri olarak
belirlenmistir[9]. Bu islem igin; 0,1 ml metanol + ekstrakt karisimi 0,2 ml %50 folin ile vortex yardimiyla karistirilip 3

dakika beklemeye birakilmistir. Daha sonra 1 ml %2’lik Na,COs eklenerek oda sicakliginda 45 dakika karanlik ortamda
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inkiibasyona birakilmistir. Bekleme siiresi sonunda tiim ¢ozeltiler 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iiliip
asagidaki hesaplama metoduna bagli olarak ekstrakta bulunan total fenolik igerik belirlenmistir.
Total fenol: y = 0,0063x —0,0101  x = (y+0,0101) / 0,0063
y: okunan abs degeri x: pg cinsinden fenol miktar1
2.2.5. p-karoten ve Likopen Bilesik Miktarlarinin Tespiti

Cesitli bitki ekstrelerinin igerdigi B-karoten ve likopen miktarinin tespiti i¢cin 0,1 gr kuru bitki ekstresi 6rnegi
tartilip aseton : hekzan (4 ml : 6 ml) karisiminda ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra tiim 6rnekler 453 nm, 505 nm ve 663 nm
dalga boylarinda absorbans degerleri 6l¢lilmiis asagidaki formiillere bagh kalarak B-karoten ve likopen miktarlari
belirlenmistir.
B-caroten: [(0,216 x a(663) nm) — (0,304 x a(505) nm) + (0,452 x a(453) nm)]
Likopen: [(-0,0458 x a(663) nm) + (0,372 x a(505) nm) + (0,0806 x a(453) nm)]
Bulunan deger 100 ml’deki mg (mg / 100 ml’deki) cinsinden 3-karoten ve likopen miktarini ifade eder.
2.2.6. Mikroorganizmalarin Kiiltiir Ortamlart

Calismanin bu asamasinda kullanilan bitki ekstreleri metanolde ¢ozdiiriilmiistiir. Stok halde bulunan saf ATCC
kiltiirleri nutrient broth besiyerine steril pipet yardimiyla 100 pl eklenmistir. ATCC kiiltiirleri i¢in aktiflestirme siiresi 24
saat olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan ATCC kdiltiirleri nutrient broth besiyerinde iki kez aktiflestirilmistir.
Aktiflestirme i¢in 37°C sicaklik sabit tutulmustur.

Siv1 kiiltiirde iiretilen ATCC kiiltiirleri nutrient agar besiyerine yayma preparat yontemi kullanilarak 100 pl
eklenmistir.
2.2.7.  Antibiyogram Testleri Icin Kuyularin Hazirlanmast

Calismada kullanilan 9 farkli bitki tiiri tigerli gruplar halinde ayrilmistir. Her ayirilan grup igin 1 petri
hazirlanmistir. Caligmada 6 farkli ATCC kiiltiirt kullanilmigtir. Her grup tim ATCC kdiltiirleri ile muamele edilmistir.
Toplamda her tekrar i¢in 18 petri kullanilmigtir. Aktiflestirme sonrasinda her petri eklenen ATCC kiiltiiriiniin ismi ile
kodlanmigtir. Kodlama iglemi sonrasinda her petriye 100 pl sivi kiiltiirden alinan ATCC o6rnekleri aktarilmustir.
Hazirlanan nutrient agar besiyeri yaklagik 35°C ile 40°C arasindaki bir sicaklikta petrilere aktarilmigtir. Eklenen nutrient
agar sonrasi petriler tasmayacak ve kapaga yapismayacak sekilde hafifce ¢alkalanmistir. Bu islem ATCC’lerin dagilmasi
tamamen dagilmasi i¢in yapilmaktadir. Tim petriler ekildikten yaklasik 30 - 40 dakika sonra tamamen donduklarindan
emin olunmustur. Petrilerin her birine 3 farkli kuyu (8 mm) acilmistir. A¢ilan kuyulara bitki ekstreleri eklenmistir. Bu
islemler sonunda petriler 37°C ye sabitlenen etiivde 24 saat beklemeye alinmistir. 24 saatlik bekleme siiresi sonunda bitki
ekstrelerinin ATCC kiiltiirleri lizerinde olusturduklari zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.
2.2.8.  Antibiyotik Duyarhilik Testi

Calismanin bu kisminda 10 farkli antibiyotik ¢esidi kullanilmigtir. Stvi besiyerinden alinan 100 pl’lik drnekler
yayma preperat yontemi ile steril petrilere aktarilmistir. Nutrient agar besiyeri 35°C-40°C sicaklikta dokiilmiistiir.
Dokiilen besiyeri hafifce test bakterilerinin dagilmasi i¢in ¢calkalanmigtir. Yaklagik 30-40 dakika sonra dondugundan emin
olunduktan sonra antibiyotik diskler besiyeri iizerine uygun konumda birakilmistir. 24 saat 37°C sicaklikta etiivde
bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda olusan zon ¢aplart dl¢iilmiistiir.
3. BULGULAR

Calismada kullanilan bitkilerin tiir tanimlamalar1 Peter Hadland Davis’in Tiirkiye floras: yaymnlarindan elde

edilmigtir. Tiir teshisi yapilan bitkilerin ise www.theplantlist.org internet sayfasindan dogrulugu netlestirilmigtir.

Calismada kullandigimiz bitkiler asagidakilerdir. Calismada kullanilan tiim bitkiler Adiyaman (Tut) Akdag’in Malatya
smirlarindan toplanmustir. Achillea clusiana Tausch (37°50'52.1"N 37°55'18.5"E), Centranthus longiflorus Steven
(37°50'26.6"N 37°5529.1"E)
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3.1. DPPH Serbest Radikal Siipiirme Aktivitesi

Calismalarda kullanilan bitki ekstrelerini standart olarak 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm ve 200 ppm konsantrasyon
araliginda serbest radikal baglama aktivitelerine bakildiginda; konsantrasyon oranlari arttik¢a aktivite oranlarmin arttigt
gozlemlenmistir. Bitki ekstrelerinin DPPH siiplirme oranlarinin etkileri hesaba katilarak ICsg degerleri hesaplanmustir.

Elde edilen degerler baz alindiginda etanol ekstreleri i¢in Achillea clusiana Tausch 1Cso: 59,29 pg/ ml sonucuna
varilmistir. Centranthus longiflorus Steven ise 1Cso: 67,27 pg / ml sonuglarina sahiptir.
3.2. Metal Iyonlar: Selatlama Aktivitesi

Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin konsantrasyon miktari arttik¢ca metal iyonlarini selatlama aktivitesinde
yiikselme oldugu goriilmiistiir. Uygulanan konstanrasyon araligit 1000 ppm, 1500 ppm, 2000 ppm ve 2500 ppm
araligindadir. Isleme tabii tutulan iki bitkinin % selatlama oranlar1 hesaplanmis ve ICso degerleri bu veriler 1s13inda
belirlenmistir. Metal iyonlar1 selatlama aktivitesi yiiksek olan tiir; Achillea clusiana Tausch’dur. (ICso: 1,47 mg/ ml) ICsg
degerlerine gore diisiik aktiviteyi ise Centranthus longiflorus Steven’dir. (ICso: 1,75 mg / ml)
3.3. Biyoaktif Iceriklerin Tayini

Bir maddenin antioksidan 6zellik gdsterdigini belirlemek icin biyoaktif icerik tayini yapilmalidir. Calisilan bitki
tiirlerinin; total fenol, likopen ve B-karoten igerikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada; Achillea clusiana tiirii 18.98 mg / g
total fenolik icerik miktarina, 69,58 pg / g likopen miktaria ve 110,67 ug / g B-karoten miktarina sahiptir. Centranthus
longiflorus tiirii ise 31,56 mg / g total fenolik igerik miktarina, 56,07 pg / g likopen miktarina ve 88,51 pg/ g B-karoten
miktarina sahip oldugu bulunmustur.
3.4. Antibakteriyel Etki

Kullanima hazir hale getirilen kati besiyerlerine kuyular agilmistir. Steril ortamdaki kuyulara metanolde
¢Ozdiirlilmiis bitki ekstreleri eklenmistir. Bir giin boyunca bakterilerin {iremesi i¢in 37°C sicakliktaki etiivde beklemeye
alinmustir. 24 saat sonunda bitki ekstrelerinin bakteriler iizerinde olusturduklari direng caplari Slgiilmiistiir. Olgiim

sonuglari tablo 3.5 te oldugu gibidir.

Tablo 4.1 Bitki ekstrelerinin anti mikrobiyal aktiviteleri

Bakteriler
Enterococus Bacillus sp. Listeria Pseodomonas Escherichia Micrococcus
monocytogenes luteus
faecalis aeruginosa coli

Achillea clusiana 17mm=£1,2 16mm=+0,8 18mm=1,4 13mm=+0,4 11mm=0,4 37mm£1,6
o Tausch
)
Z Centranthus 12mmz0,4 20mm=0.6 23mm:0.4 . 21mm:0,8 17mm=0.,8

longiflorus Steven

(-) antimikrobiyal etki yok

3.5. Deney Bakterilerine Karst Antibiyotik Duyarhilik Testi

Antimikrobiyal etki g¢aligmalarinda kullanilan bakterilerin {izerinde herhangi bir degisiklik yapmadan; ayni
bakteriler {izerinde antibiyotik disklere kars1 direng olusturup olusturmadiklari incelenmistir. Nutrient agar besiyerleri
hazirlanip diskler yerlestirilmistir. Elde edilen sonuglar tablo 3.6 da oldugu gibidir.

Bu caligmada ayn1 markaya ait 10 farkli antibiyotik disk kullanilmistir. Bu ¢alismada; Cefuroksim (CXM30) ve
Ceftriakson (CRO30) isimli antibiyotikler 5 farkli deney bakterisi lizerinde antibakteriyel etki gosterirken; oksalisin

(OX1) antibiyotigi sadece Micrococus luteus adli deney bakterisi {izerinde etki gdstermistir.
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Tablo 4.2 Antibiyotik disklere karsi direng

Bakteriler
Enterococus Bacillus sp. Listeria Pseodomonas Escherichia Micrococcusluteu
faecalis monocytogenes aeruginosa coli S
Ampisilin -
AM10 21mm=0,6 - 23mm=0,6 17mm=0,8 -
Erythromcin +
e 13mm=0,8 - 17mme0,4 18mm=0,4 - domme1,4
Gentamisin 14mm=0,6 17mm=0,8 15mm=+0.4 - - 10mm:£0,9
CN10
iksi +
CeflllﬁémCF ) ) ) 11mm=0.6 24mm=0.8 19mm=+0,4
% Oksalisin 35mm=+0,4
= OX1 ) . ) B )
> Penisilin -
::'; P10 17mm=0,9 - 25mm=+1,0 15mm=0,6 -
c
< i -
Ceftriakson 13mm=+0,4 11mm=+0.4 11mm=0,2 13mm=0,4 21mm=+0.4
CRO30
Amoksilin -
AMC30 15mm=0,6 - 32mm=+1,2 29mm=+0,9 11mm=+0,2
Cefuroksim 27mm=0,8
CXM30 13mm=0,2 - 19mm=+0,6 17mm=+0,8 19mm=+0,6
Cefoksitin
FOX30 - - - - 21mm=+0,6 33mm=0,6

(-) antibiyotik etki yok

4, Tartisma ve Sonu¢

Bitkiler bir ¢ok alanda kullanilmaktadir. Yer yer besin, ilag ve ¢evre diizenlemesi amaciyla ¢ok¢a tercih
edilmektedir. Bitkilerin tibbi alanlarda inkar edilemez bir ilag potansiyeli vardir. En basit agr1 kesiciler bile bitkilerden
elde edilmistir. Cesitli aromatik bitkilerin birbirine benzer ya da birbirinden farkli kimyasal etki mekanizmalar1 vardir.

Caligmalarda kullandigimiz; Achillea clusiana Tausch, ve Centranthus longiflorus Steven, tiirleri iizerinde
DPPH radikali siipiirme aktivitesi, metal iyonlar1 selatlama aktivitesi, total fenolik icerik tayini, B-karoten ve likopen
miktar tayini, antibakteriyel aktiviteleri tespit edilmistir. Ek olarak uygulama yapilan bakteriler iizerinde antibiyotik
disklere karsi direng testleri uygulanmustir.

Bir maddenin antioksidan 6zellik gdsterip gostermedigini tayin etmede kullanilan yontemlerden biri de DPPH
radikali yakalama aktivitesidir. 2,2 difenil-1-pikrilhidrazil molekiilii olarak DPPH olarak bilinmektedir. Uygulanan bitki
ekstrelerinin dozlar arttirildik¢a siipiirme aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir. Calismada kullanilan bitkilerin etanol
ekstreleri igerisinde; en iyi slipiirme aktivitesi gosteren bitki Achillea clusiana tiirii olmustur. Tiim tiirler i¢in 50 ppm, 100
ppm, 150 ppm, 200 ppm konsantrasyon araliginda uygulanan dozlar arasinda ICso degeri en iyi olan tiir Achillea clusiana
iken, 1Cso degeri bakimindan diisiik aktiviteyi gosteren ise Centranthus longiflorus tiirii olmustur.

Calismada bitkilerin yani sira sentetik antioksidanlardan biri olan BHT molekiilii de kullanilmistir. BHT
molekiiliiniin ICsq degeri 43 pg / ml olarak belirlenmistir. Bu veriye istinaden Achillea clusiana tiirii i¢in ICsp degeri 43,3
ng / ml, Centranthus longiflorus tiirii i¢in ICso degeri 67,27 pg / ml olarak belirlenmistir. Bu veriler 1s181nda bir kiyaslama
yapmak gerekirse Achillea clusiana tiiriiniin sentetik antioksidan olan BHT molekiilinden DPPH radikali siiplirme
noktasinda daha iyi oldugu ortadadir.

Onder ve arkadaslarmin [12] yaptig1 calismada Centranthus longiflorus tiiriiniin metanol ekstresi icin DPPH
serbest radikali siipiirme testi sonuglarina gore ICso degerini 45 pg / ml bulmuglardir. Buna gore c¢alismada kullanilan

bitki ekstresinin sonucu tutarlidir.
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Coban’ 1n [13] yaptig1 ¢calismada Centranthus longiflorus tiirtiniin metanol ekstesi i¢in DPPH serbest radikali
stiplirme testi sonuglarina gore ICsq degerini 45 pg / ml bulmuslardir. Her iki ¢alisma; kullanilan bitki ekstresinden elde
edilen tutarlt sonucunu desteklemektedir.

Achillea clusiana Tausch tiirii i¢in yapilan tiim ¢aligmalar ilk defa yapilmistir. Sonuglar1 mukayese edilebilecek
analitik veri mevcut degildir.

Bu yontemde bir maddenin demir iyonlarina baglanarak indirgemesi prensibi esas alinarak bitki ekstrelerinin
metal iyonlarin1 baglayabilme aktiviteleri kiyaslanmistir. Fe*® iyonun Fe*? iyonu haline gelmesi demek demir atomuna
bir elektron baglanmasi ya da baska bir madde ile bilesik olusturmasi demektir. Bu yontemde sar1 renkte olan ¢ozelti
karigimi, reaksiyonun gergeklesmesi ile Prusya mavisine doniisiir[52]. Demir atomlarinin organizmadaki yikici etkileri
g0z oniine alinirsa uygulanan materyalin yine kanserojen efektleri indirgeyecegi diisiiniiliir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda; konsantrasyon arttikca aktivite oranlarinin
da yiikseldigi gozlemlenmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda tiim bitki ekstrelerinin ICso degerleri hesaplanmistir. Bu veriler
is1ginda Achillea clusiana tiirii igin 1Cso degeri 1,47 mg / ml iken Centranthus longiflorus i¢in ise ICso degeri 1,75 mg /
ml olarak tespit edilmistir.

Zengin ve arkadaslarinin [14] yapti§1 calismada; Centranthus longiflorus tiiriiniin metanol ekstresinde metal
iyonlar: selatlama testi icin ICso degeri 32,3 mg / ml olarak tespit edilmistir.

Bu test yontemlerinde ise antioksidan 6zellikte olan bitki ekstrelerinin biyoaktif igeriklerinin tayini yapilmigtir.
Bitki ekstresinin -karoten, likopen ve total fenolik igerik miktarlar1 belirlenmistir.

B-karoten vitamin A’nin hammaddesi olarak bilinmektedir. Bu madde tipki vitamin A gibi yagda ¢oziinmektedir.
Oksidasyon ile birlikte olusan serbest radikalleri scavenging etki ile siipiirerek yikici etkilerini inhibe etmektedir. Bu
calismaya gore Achillea clusiana tiiriiniin 3-karoten miktar1 110,67 pg / g olarak belirlenmistir. Centranthus longiflorus
tiiriiniin ise B-karoten miktar1 88,51 pg/ g olarak tespit edilmistir.

Likopen ise koyu kirmizi renkte olan bir pigmenttir. Kirmizi renkli bir ¢ok yiyecekte de bolca bulunmaktadir.
Karotenoidler ailesi bilinen en giiglii antioksidanlar1 barindirmaktadir. Bu bilesik kirlilik ve UV 1smlardan kaynaklanan
serbest radikaller ile miicadele etmede birebirdir. Bu sebepten Otiirii bir maddenin antioksidan 6zelliginin ortaya
koyulabilmesi igin likopen miktarini tayin etmek sarttir. Yapilan ¢calismaya gore Achillea clusiana tiiriiniin likopen miktar1
69,58 ng / g, Centranthus longiflorus tiiriiniin likopen miktar1 ise 56,07 pg / g olarak tespit edilmistir.

Total fenolik igerik tayininde gallik asit denklik yoOntemine uygun olan Folin-Ciocalteu reaktifiyle
gergeklestirilmistir. Fenoller ve flavanoidler antioksidan etki ¢alismalarinda 6l¢iilmesi gereken materyallerdir. Her tiirlii
serbest radikal ile etkilesim kurabilirler. Yapilan ¢aligmaya gore Centranthus longiflorus tiiriiniin total fenolik igerik
miktar1 31,56 mg / g iken Achillea clusiana tiirliniin total fenolik icerik miktar1 19 mg / g olarak tespit edilmistir.

Zengin ve arkadaglarinin[14] yaptig1 ¢aligmada Centranthus longiflorus tiiriiniin metanol ekstreleri igin total
fenolik icerik miktarin1 46,2 mg / g olarak tespit etmiglerdir.

Bu ¢alismalar biitiiniinde p—karoten ve likopen miktari; metal iyonlar1 selatlama yontemi ve DPPH serbest
radikali siipiirme testi arasinda bir korelasyon oldugunu séyleyebiliriz.

Yapilan galigmanin bu ayaginda iki farkli bitkinin metanol ekstrelerine ait patojenik test bakterilerine karst
direngler OSlgiilmiigtiir. Achillea clusiana tiim patojenik test bakterileri iizerinde anti bakteriyel etkiye sahipken
Centranthus longiflorus tiirii ise sadece Pseoudomonas aeruginosa patojenik test bakterisi iizerinde anti bakteriyel etki
gdstermemistir.

Bu calismaya ek olarak calismada kullanilan patojenik test bakterileri {izerinde antibiyotik disk ¢aligmalar1 da
yapilmistir. Yapilan antibiyotik disk ¢alismasinda cefuroksim (CXM30) antibiyotigi Bacillus hari¢ tiim patojenik test
bakterine kars1 zon olugturmustur. Ancak cefuroksim antibiyotigi ¢aligmada kullanilan bitki ekstreleri ile kiyaslaninca

132



Nevsehir Bilim ve Teknoloji Dergisi (2020), 9(2) 125-134
daha az bir etki gostermistir. Bu caligmadan da anlagilacagi lizere metanolik bitki ekstrelerimiz ¢ok daha verimli bir
secenektir. Bunun sebebi kullanilan antibiyotiklerin igeriginin sabit kalmasi ve bu sebepten organizmalarin zamanla
kullanilan antibiyotige karsi diren¢ kazanmasi olarak agiklanabilir. Kullanilan bitki ekstreleri de bu sebepten oldukga
etkili olmaktadir. Ancak kimyasal igerigi ve igerdigi organik maddelerin kimyasal yapilar1 patojenler iizerinde etki
kurmaktadir.

Makki ve arkadagslari[15] Liibnan’dan elde ettikleri Centranthus longiflorus tiiriiniin etanolik bitki ekstresinde
yiiksek dozlar kullarak sonuglar elde etmislerdir. Iki ¢aligmada da E.faecalis patojenleri ortak kullanilmistir. Makki ve
arkadaglari[15] yiiksek dozlarda anti bakteriyel etki tespit etmigken; yapilan ¢calismada daha diisiik dozlarda etki tespit
edilmistir.

Bu c¢alismada kullanilan Achillea clusiana tiiriiniin ilk kez anti bakteriyel etki mekanizmasi g¢aligilmistir.
Ekstrelerin igeriginde bulunan likopen ve total fenolik igerik miktar1 anti bakteriyel etki tizerinde etkilidir. Elde edilen
veriler 15181nda bu sonuca varmak miimkiindiir.

Yapilan tim c¢aligmada Adiyaman’nin Tut ilgesi ile Malatya’nin Dogansehir ilgesine bagli Erkenek kasabasi
arasinda bulunan Akdag isimli dagdan toplanan Achillea clusiana Tausch, Centranthus longiflorus Steven tiirlerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Calismada kullanilan bitki tiirlerine ait metanol ekstrelerinin
farkli konsantrasyon araliginda DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitesi, metal iyonlar1 selatlama aktivitesi, total
fenolik igerik miktar tayini, likopen miktar: ve f-karoten miktarlar1 ve patojenik test bakterilerine karsi olusturduklar
direng caplari belirlenmistir.

Bu testler neticesinde her bitkinin farkli kimyasallar tizerinde farkli etkileri bulunmaktadir. Uygulanan test
yontemlerine bagl standart bir korelasyon bulunmamaktadir. Her test yonteminin kendine has bir reaksiyon kinetigi
mevcuttur. Bu veriler 15181inda biyolojik bir materyalin yapilan tek bir test yontemine baglh kalarak yiiksek antioksidan
kapasite gosterdigini belirlemek miimkiin degildir. Sonugclar uygulanan her test yontemine ve bitkinin toplandigi bolgesel
farkliliklara bagli olarak degismektedir. Bitkinin maruz kaldig1 kosullar dahi uygulanan test yontemlerindeki farkliliklarin
kaynagi olabilmektedir.

Sonug olarak kullanilmak istenen biyolojik materyalin antioksidan aktivitesi belirlenirken, birbirinden farkli
metotlar kullanilarak canli sistemlerdeki biyokimyasal olaylari g6z oOniinde bulundurmak, ayrica kesinligi ve
uygulanabilirligi yiiksek yontemler kullanmak dogruluk orani yiiksek sonuglar elde etmek igin daha iyi olacaktir.
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