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OZET

ENDEMIK CENTAUREA FENZLII REICHARDT TURUNUN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

OZDIL, Kemal Mert
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi

Danigman: Prof. Dr. Aysun ERGENE

Haziran 2018, 54 sayfa

Asteraceae (Compositae) familyasindan olan Centaurea L. cinsinin Tiirkiye’de 168
tiric bulunmaktadir. Cogu endemik olan Centaurea tiirleri kullanilarak ¢ok sayida
biyoktivite calismalar1 yapilmistir. Bu calismada da, Centaurea fenzlii Reichardt
tiirliniin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
amacla ciceklenme doneminde toplanan bitkinin toprak iistii kisimlarindan farkh
polaritelerdeki ¢oziiciiler ile ekstreler hazirlanmistir. Elde edilen ekstrelerin patojenik
bakterilere kars1 goOsterdigi antibakteriyal etkilerini belirlemek amaciyla,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumonia ATCC 700603 kullanilmistir. Bitki
ekstrelerinin antifungal etkileri belirlemek amaciyla Candida crusei ATCC 6258

kullantlmistir.

Antioksidan kapasite, bitkilerin metanol ve diklorometan ekstreleri kullanilarak DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemiyle test edilmistir. Sonuglara gore Centaurea
fenzlii Reichardt bitkisinin metanolik ekstresinin ECso (ug/mL) degeri 61.682 olarak
saptanmustir. Ayrica Centaurea fenzlii Reichardt bitkisinin metanol ekstresinin total

Folin-ciocalteu yontemiyle toplam fenol igerigi de belirlenmistir. Toplam fenolik



igerik belirlemede standart olarak Gallik asit kullanilmistir. Bitki ekstrelerinden elde

edilen en yliksek fenolik madde miktar1 16.72 GAE/mg ile metanol ekstresindendir.

Antimikrobiyal aktivite tayini ¢alismalarinda, metanol ve diklorometan ekstrelerin
Gram (+) bakterilere karsi, Gram (-) suslara gore daha etkili olduklar1 gozlenmistir.
Sonuglara gore, metanol ekstresi 6zellikle C. crusei’ye karsi yiiksek antifungal etki
gostermektedir. Literatiirde Centaurea fenzlii Reichardt ile ilgili bir caligma

bulunmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Endemik, Centaurea Fenzlii Reichardt, antimikrobiyal etki,

toplam fenol, antioksidan etki



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF ENDEMIC
CENTAUREA FENZLII REICHARDT

OZDIL, Kemal Mert
Kirikkale University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE

June 2018, 54 pages

There are 168 types of the genus Centaurea L. Asteraceae (Compositae) in Turkey.
Most bioactivity studies have been done using the endemic species Centaurea. In this
study it was aimed to examine the antimicrobial and antioxidant activity of Centaurea
Fenzlii Reichardt. For this purpose, the extracts were prepared with plants which was
collected during flowering time by different polarities solvents. The antibacterial effect
of extract investigated against to Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 was used. Candida crusei ATCC 6258 to determine antifungal effects of plant

extracts was used.

Antioxidant capacity of plants was tested by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
method using methanol and dichloromethane extracts. According to the results, ECso
(mg / mL) value was determined 61,682 for methanol extract of the Centaurea Fenzlii
Reichardt. Also, the total phenol content was determined by Folin-Ciocalteu method
for methanol extract of the Centaurea Fenzlii Reichardt. Gallic acid was used as a
standard to determine the total phenolic content. The highest amount of phenolic

compounds from plant extracts were obtained as 16.72 GAE / mg from methanol



extracted. Antimicrobial activity assay studies were observed that the methanol and
dichloromethane extracts were more effective against to Gram (+) bacteria than Gram
(-) bacteria. According to these results, methanol extract is particularly showed a high
antifungal effect against to C. crusei. There is no study about the Centaurea Fenzlii

Reichardt in the literature.

Key Words: Endemic, Centaurea Fenzlii Reichardt, antimicrobial effect, total

phenolic compounds, antioxidant effect
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1. GIRIS

Diinya {izerinde 750.000-1.000.000 arasinda bitki tiriiniin bulundugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin 500.000 kadar1 tanimlanip isimlendirilmistir (Baytop, 1999).
Bu bitkiler diinya niifusunun ¢ogunlugu i¢in en seckin ila¢ kaynaklaridir. Biiyiik
farmasotik firmalar, yeni lider yapilar i¢in bir kaynak olarak bitkilere ilgi
gostermektedir. Sentetik bilesiklerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, var olan ilaglara
kars1 kazanilmis direncler, bitki tiirevli ilaglarin maliyetinin diisiik ve elde edilmesinin
daha kolay olmas1 gibi nedenler bu ilgide Snemli paya sahiptir. Ozellikle halk arasinda
cesitli hastaliklarin tedavi edilmesi amaci ile uzun yillardan beri kullanilan bitkiler,
yeni ilag kesfi igin baslica kaynaklar1 olusturur. Yapilan bir arastirmada 122 bitki
kokenli ilacin %80’inin geleneksel olarak kullanilan bitkilerden elde edildigi tespit
edilmistir (Balandrin, Klocke, Wurtele, & Bollinger, 1985; Fabricant & Farnsworth,
2001).

Tiim diinya tilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de ylizyillardir bir¢ok bitki tiirii tedavi
amactyla halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz bitki gesitliligi
acisindan zengin bir iilkedir. Toplam bitki tiirii sayis1 9000’den fazladir. Bu say1 alt tiir
ve varyetelerle 10.000°’1 geg¢mektedir. Tirkiye, 3000 endemik tiire sahip olup,
endemizm orami yaklasik %32 kadardir. Ulkemiz bircok bitki tiiriiniin gen merkezi
durumundadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin ¢ogu ililkemizde dogal olarak yetismekte
ve bazilarinin tarimi yapilmaktadir. Yaklasik 500 bitki tiirii tibbi amacla
kullanilmaktadir (Balandrin et al., 1985; Basaran, 2003; Baytop, 1984, 1999; Fabricant
& Farnsworth, 2001). Son yillardaki c¢alismalar, bitkilerden elde edilen ekstrelerin
biyolojik aktiviteleri lizerinde yogunlagmistir (Cakiroglu & Erdogrul, 2002; Uguz,
Nacar, & ilgim, 2002). Bir arastirmadan elde edilen bulgulara gére, diinyada var olan
250.000 karasal bitki tiirliniin sadece %?2’sinin biyoaktiviteleri incelenmistir
(Farnsworth & Soejarto, 1985; Kintzios, 2007; Pezzuto, 1997). Bitkilerden elde edilen
ve biyoaktif pek ¢ok bilesik genellikle alkaloit, fenilpropanoit, terpenoit, lignan,
glikozit, lipit gibi yapilardan olusur (Celik et al., 2005; Celik et al., 2006; Delazar et
al., 2005; Erdemgil et al., 2006; Ozkan, Gokturk, Unal, & Celik, 2006; Shoeb,



MacManus, Jaspars, Kong-Thoo-Lin, et al., 2007; Shoeb, MacManus, Jaspars, Nahar,
etal., 2007).

1.1. Centaurea L. Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Compositae familyasinin Tiirkiye’deki en biiyiik cinsi Centaurea L.’dir. Bu cins
Tiirkiye Florast Ek I ve II (hari¢ olan boliimler Aetheopappus, Amblyopogon,
Centaurea, Hyalinella, Odontolophoideae, Psephelloideae, Psephellus, Sosnovskya
and Xanthopsis) adl1 eserde 151 tiir, 6 eksik ve 6 siipheli tiirle temsil edilmektedir.
Daha sonra Tiirkiye’den 16 yeni tiir ve 2 yeni kayit kesfedilmistir. Tiirkiye florasinda
yeni tiir olarak tanimlanmistir. Nihayet Centaurea toplam sayist 169 tiire ve 199
taksona yiikselmistir. Son olarak endemik takson sayis1 129 ve endemizm orani1 % 65°e
yiikselmistir (Aslan, Vural, Sahin, Celik, & Karaveliogullari, 2010). Endemizm
oraninin bu kadar yiiksek olmasi bu cinsin gen merkezinin Tiirkiye oldugu goriisiinii

saglamlagtirmaktadir.

Cin’de C. uniflora ates diisuiriicii olarak, zehirlenmelere karsi ve antiaterosklerotik
olarak kullanilirken (Wei et al., 1997). ispanya’nin baz1 bolgelerinde C. aspera, C.
melitensis gibi pek ¢ok Centaurea tiirii halk arasinda hipoglisemik ajan olarak, ayrica
sindirimi kolaylastiric1 ve ditiretik amaglarla kullanilmaktadir (Chucla, Lamela, Gato,
& Cadavid, 1988). Ispanya'nin Barros bdlgesinde C. ornata antiromatizmal olarak, bu
bitkinin toprak {istii kisimlart Portekiz’de hipoglisemik ajan olarak, toprak alti
kisimlarindan hazirlanan ekstreler ise antispazmodik amagla kullanilmaktadir (Bastos,
Kijjoa, & Pinto, 1994; Vazquez, Suarez, & Pérez, 1997). C. pallescens Misir’da
sindirimi kolaylastirici ve ditiretik olarak kullanilmaktadir (Ali, Omar, Sarg, & Slatkin,
1987). Diger bir Centaurea tiirii olan C. Sinaica; sitostatik, diliretik, antipiretik,
fitotoksik, antineoplastik olarak bilinmektedir (Al-Easa, Kamel, & Rizk, 1992; Avrif,
Kiipeli, & Ergun, 2004).

C. malacitana, C. melitensis, C. aspera subsp. aspera, C. aspera subsp. scorpiurifolia,
C. aspera subsp. stenophylla tiirlerinden izole edilen 9 seskiterpen laktonun sitotoksik

etkileri P-388 (fare 16semi hiicre dizisi), A-549 (insan akciger kanseri hiicre dizisi) ve



HT-29 (insan kolon kanseri hiicre dizisi) gibi kanser hiicrelerine kars1 incelenmis ve 3
seskiterpen laktonun (hiicrelerin %50’ sinin 6lmesine veya lireminin durmasina neden
olan konsantrasyon (ICso) degerleri) 10 ile 0.2 pg/mL arasinda degisen bir sitotoksik
etkiye sahip oldugu bulunmustur (A. Barrero et al., 1995). Ayn1 arastirmacilarin 1997
yilinda yaptiklar1 bir bagka ¢alismada, C. malacitana toprak iistii kisimlarindan izole
ettikleri iki bilesigin sitotoksik etkileri 16semi, kolon kanseri gibi hiicre dizilerinde
incelenmistir. Arastirma sonucu elde edilen bir bilesigin oldukga yiiksek (ICso < 5
pg/mL) bir sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (A. F. Barrero et al., 1997). C.
behen tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan izole edilen 6rneklerde yapilan bir ¢alismada
yiiksek sitotoksik aktivite tespit edilmistir (Gurkan, Sarioglu, & Oksoz, 1998).
Lonergan ve arkadaslari (Lonergan et al., 1992) C. sonchifolia toprak iistii
kisimlarindan izole ettikleri onopordopikrin’in, insan deri kanseri hiicreleri kullanarak
in vitro sitotoksik etkisini incelemistir. Elde edilen etkin doz 50 (ED50) sonuglar1 (0.85
ug/mL) onopordopikrin’in de diger seskiterpen laktonlar gibi yliksek sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. C. zuccariniana, C. achaia, C. deusta ve C. thessala
subsp. drakiensis’den izole edilen bilesiklerle DLD1 (kolon), MCF7 (meme), H460
(kolon) hiicre dizileri lizerinde yapilan bir arastirmada C. zuccariniana’dan elde edilen
bir bilesigin de sitotoksik aktivitesi oldugu bildirilmistir (Koukoulitsa, Skaltsa,
Karioti, Demetzos, & Dimas, 2002). C. schischkinii ve C. montana tiirlerinden izole
edilen iki yeni alkaloid schischkinnin ve montamine insan kolon kanseri hiicrelerine
kars1 anlaml1 bir sitotoksik aktivite gostermistir (Shoeb, 2008; Shoeb et al., 2005; M.
Shoeb et al., 2006).

Bitki peygamber cicegi, zerdali dikeni, ¢coban kaldiran, Timur dikeni gibi Tiirk¢e
isimlerle bilinmektedir. Centaurea cinsinin bir¢ok tiirii diyabet, diyare, romatizma,
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir
(Arif et al., 2004; Kaij-a-Kamb, Amoros, & Girre, 1992; S. D. Sarker, Dinan, Sik,
Underwood, & Waterman, 1998; S.D. Sarker, Savchenko, Whiting, Sik, & Dinan,
1997; M. J. Shoeb et al., 2006).

Bat1 ve Giineybat1 Anadolu’da yaygin olan C. cyanus tiiriiniin kurutulmus ¢icekleri
halk arasinda % 5°lik infiizyonlar1 halinde ishal kesici, kuvvet verici, istah agict ve

g0giis yumusatici olarak kullanilmaktadir. Dogu Anadolu’da yetisen C. behen Ak



behmen ve Zerdali dikeni olarak bilinmekte ve ¢igekleri midevi ve adet getirici olarak
kullanilmaktadir. Kuzeybati Anadolu’da yetisen ve ¢oban kaldiran, Timur dikeni
olarak bilinen C. calcitrapa’nin % 2-6’lik infiizyonlar1 dahilen ates diisiiriicii olarak,
cayir peygamberi ismiyle bilinen ve Kuzeydogu Anadolu’da yaygin olarak yetisen C.
jacea ates diisiiriicii, adet getirici, kabiz yapici ve istah agici olarak kullanilmaktadir

(Baytop, 1999).

Isparta Egirdir yoresinde geleneksel halk ilact olarak kullanilan bitkilerin
saptanmasina yonelik yapilan bir arastirmada, C. iberica’ nin mide agrilarina ve bocek
ve yilan sokmalarina karsi kullanildigi saptanmustir (Erol, 1997). Centaurea tiirleri
halk tababetinde tek basina veya diger bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik,
antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog, koleretik, dijestif, stomasik, diiiretik, adet
sOktiirticli, astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel amagla
kullanilmaktadir (A. F. Barrero et al., 1997; Farrag, Abd El Aziz, EI-Domiaty, & EI
Shafea, 1993; Gurkan et al., 1998; Kaij-a-Kamb et al., 1992; Orallo, Lamela, Camina,
Uriate, & Calleja, 1998). C. chilensis bitkisinin sulu ekstreii halk arasinda antipiretik
ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (R. Negrete, Backhouse, Avendano, & San
Martin, 1984; R. E. Negrete et al., 1993; Sepulveda, Delhvi, Koch, Zilliken, & Cassels,
1994). Cizelge 1.1’ de Tiirkiye’de yetisen bazi Centaurea tiirlerinin halk arasinda

kullanim amaglar1 verilmistir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de Yetisen Baz1 Centaurea Tiirleri

) Uygulama
Tiir Yoresel Isim Kullanihs1 Kaynaklar
Sekli
(Baytop,
) C1iban 1999;
C. balsamita | Kilig otu (Kars) - )

patlatict Sezik et

al., 1997)

Cizelge 1.1. (devam) Tiirkiye’de Yetisen Baz1 Centaurea Tiirleri



Dahilen

dekoksiyonu
) (Honda &
Haricen, )
Mide agrisina Sezik,
) Saladir kiilleri
C. virgata kars1 1988;
(Van) | tereyagiile
Yara iyi edici Tabata et
karistirilarak
al., 1994)
merhem
halinde
Baytop,
C. diffusa Zerdali dikeni - - (Baytop
1994)
Ertug,
Boga dikeni (Ertug
] 1999;
(Nigde) Haricen, toz )
C. pulchella C1ban patlatici Sezik et
Glimiis stiplirge halde
al., 2001)
(Aksaray)
Ates diisiiriicti,
Cayir, peygamber (Baytop,
) o adet soktiiriicii,
C. jacea dikeni, . - 1994,
kabiz ve istah
peygamber ¢igegi 1999)
agicl
Dahilen,
taze halde
doviilerek
¢ikan
) | 6zsuyu alinir | (Yesilada
o Kumaci otu Oksiirtik kesici
C. lycopifolia o ve sekerle etal.,
(Kahramanmaras) | Kan dindirici
karistirtlip 1995)
igilir.
Haricen, toz
halde
kullanilir.




Cizelge 1.1. (devam) Tiirkiye’de Yetisen Baz1 Centaurea Tiirleri
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C. drabifolia Basur otu (Afyon ) o ]
tedavisinde veya sigara al., 1996)
seklinde
(Baytop,
C. macrocephala| Saribas - - 1994)
L , (Baytop,
C. glastifolia Kotankiran Istah agic1 -
1994)
Corugbozan o Haricen, toz (Sezik et
C. pterocaula Yara iyi edici
(Erzurum) halde al., 1997)
(Baytop,
Ak behmen Midevi, adet 1994,
C. behen o -
Zerdali dikeni soktiiriicti 1999)
(Fujita et
Haricen, al., 1995;
Giillidiken, zerdali
o kavrulup toz | Honda et
dikeni, sitmaotu, ]
edilerek al., 1996)
cakirdikeni Cocuklarda .
) Dahilen hap (Sadikoglu
(Afyon) dudaklardaki o
gibi yutularak | & Alpinar,
Cakirdikeni, oglak | ucuklara kars1 .
o veya sigara 2001,
C. solstitialis dikeni, saridiken, Sitma tedavisi ]
L gibi igilerek | Yesilada
subsp. solstitialis | esek dikeni Peptik ilser )
Taze iken hap | etal.,
(Bartin) semptomlarinda )
o seklinde 1993)
Cakirdikeni Soguk algmlig: ]
| Dekoksiyon (Giirbiiz,
(Cankiarr) ve sitma tedavisi
o veya 2002;
Oglak dikeni,
inflizyonu 2-3 | Yesilada
saridiken (Konya)
kez i¢ilir etal.,
1995)




Cizelge 1.1. (devam) Tiirkiye’de Yetisen Baz1 Centaurea Tiirleri
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1.2. Antioksidanlar

Yaglar ve lipit kaynakli gidalar 1sitma ve uzun siireli depolama kosullarinda ¢esitli
yikim reaksiyonlar: tarafindan bozulmaya ugramaktadir. Baslica bozulma asamasi
oksidasyon reaksiyonu ve gidanin besin degerini ve duyusal kalitesini diigiiren
oksidasyon firtinlerinin yikimidir (Sarikurkcu et al., 2018). Oksidasyon; oksijen
girisinin engellenmesi, diistik sicaklik derecelerinin kullanimi, oksidasyonu katalize
eden enzimin inaktivasyonu, oksijen basincinin azaltilmasi ve uygun paketlemenin
kullanim1 gibi ¢esitli yontemlerle engellenebilmektedir. Gidayr oksidasyona karsi
korumanin diger bir ydntemi ise oksidasyonu engelleyen spesifik katkilarin
kullanimidir. Giintimiizde bu oksidasyon inhibitorlerine antioksidanlar denilmektedir
(Pokorny, Yanishlieva, & Gordon, 2001). Antioksidanlar saglik {izerindeki pozitif
rollerinin yam sira, gidanin; hava, 151k ve sicaklik gibi ¢evresel faktorlere maruz
kalmas1 siiresince olusan serbest radikallerle baslayan oksidasyonu onlemek ve
geciktirmek amaciyla gidalara eklenmektedir (Albayrak, Aksoy, Sagdic, &
Hamzaoglu, 2010; Hra$, Hadolin, Knez, & Bauman, 2000). Antioksidanlar lipit
peroksidasyon siirecini geciktirerek gidalarin raf Omriinii uzaklagtirmaktadir
(Albayrak et al., 2010). Antioksidanlarin baslica 6zellikleri serbest radikalleri tutma
yetenegidir. Cesitli biyolojik sistemde yiiksek reaktif 6zellige sahip serbest radikaller
ve oksijen tiirevleri mevcuttur. Bu serbest radikaller niikleik asitler, proteinler, lipitler
veya DNA’y1 okside edebilmekte ve dejeneratif hastaliklar1 baglatmaktadir. Fenolik
asit, polifenol ve flavonoidler gibi antioksidanlar peroksit, hidroperoksit veya lipit
peroksil gibi serbest radikalleri etkisiz hale getirerek dejeneratif hastaliklara yol agan
oksidatif mekanizmay1 engellemektedir

("http://dtp.nci.nih.gov/branches/btb/handlingprep.html (Erisim tarihi:21.06.2012)").

Gida giivenliginin saglanmasi acisindan gida koruyucu olarak alternatif dogal
tirtinlerin arastirilmasina yonelik ¢alismalarda artislar gézlenmektedir (Wang et al.,
2002). Bitkiler potansiyel bir dogal antioksidan kaynagidir. Dogal antioksidanlar veya
fitokimyasal antioksidanlar bitkilerin ikincil metabolitleridir (Walton & Brown, 1999).



Karotenoidler, flavonoidler, sinnamik asit, benzoik asit, folik asit, askorbik asit,
tokoferol, tokoflavonoid, sinnamik asit, benzoik asit, folik asit, askorbik asit, tokoferol
ve tokotrienoller bitkiler tarafindan iiretilen antioksidanlar arasinda yer almaktadir.
Beta-karoten, askorbik asit ve alfa tokoferoller yaygin sekilde kullanilan
antioksidanlar arasinda yer alir (Ghasemzadeh, Jaafar, & Rahmat, 2010).
Polifenollerin antioksidan aktivitesi, serbest radikalleri tutmasi ve nétralize etmesi,
oksijeni baglamasi veya peroksitleri yikimlamasi bakimindan 6nemli rol oynayabilen
redoks oOzelliklerinden kaynaklanir (Karou, Dicko, Simpore, & Traore, 2005).
Antioksidanlarin aktivitesi; lipit kompozisyonu, antioksidan konsantrasyonu, sicaklik,
oksijen basinci, diger antioksidanlarin, protein ve su gibi gida bilesenlerinin varlig

gibi bir¢ok faktore baghidir (Pokorny et al., 2001).

Oksidasyon birgok canli organizmadaki biyolojik stirecin gerceklesmesi icin gereken
enerjinin tretiminde temel bir gereksinimdir (B. Halliwell & Gutteridge, 1984).
Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler
oksidasyona ugrayabilmekte ve bdylece canli organizma igin zararli olabilecek
oksidasyon triinleri olusabilmektedir. Bu durum “oksidatif stres” seklinde ifade

edilmektedir (Ozturk & Ercisli, 2007).

Oksidatif stres; oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin degisimi olarak da
tanimlanabilmektedir. En 6nemli oksidanlar direk ya da indirek olarak O2’ den elde
edilir (Bancirova, 2010). Serbest radikaller ve oksidatif stresin olusumundan sorumlu
olan reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) normal hiicre metabolizmasi
yan tirlinleridir ve diisiik konsantrasyonlarda patojenlere karsi savunmada hiicresel
sinyal iletiminde gesitli fizyolojik rollere sahiptir (Ozturk & Ercisli, 2007). Bir atom
veya molekiil dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis)
elektron bulunduruyorsa “serbest radikal (SR)” olarak tanimlanir. Bu tip molekiiller,
ortaklanmamig elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler (Akkus, 1995). Reaktif
oksijen ve azot tiirleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri icermektedir. Radikalik
oksijen tiirlerine, siiperoksit anyon (O-2), hidroksil (OH"), peroksit (HOO") ve alkoksi
radikalleri (ROY); azot tiirlerine, azot monoksit (NO') radikalleri 6rnek verilebilir.
Radikalik olmayan oksijen tiirlerine ise, hidrojen peroksit (H202), ozon (O%) ve singlet

oksijen (102); azot tiirlerine ise, nitroz asit (HNO2), nitrozil katyonu (NO *) ve nitroksi



anyonu (NO ) 6rnek olarak verilebilir. Ayrica bu radikallerin yani sira tiyol radikalleri

(RS ") ve karbon merkezli radikaller de mevcuttur (Boga, 2007).

Bu radikallerin kaynaklarin1 endojen (i¢ faktorler) ve eksojen (dis,cevre faktorleri)

kaynaklar olarak iki gurupta toplayabiliriz.

1. Endojen kaynaklar:
= Mitokondrial elektron transport zinciri
* Otooksidasyon reaksiyonlari
» Enzim reaksiyonlari
» Fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve

endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar

2. Eksojen Kaynaklar:
* Diyet faktorleri
= flaclar
=  Sigara dumani
= Iyonize radyasyon ve UV 151k
»  Kimyasal karsinojenler (Temiir, 2006).

1.3. Serbest Radikallerin Etkileri

1.3.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikaller tiim biyomolekiillerde tahribat yaratir, fakat serbest radikallerden en
cok etkilenen biyomolekiiller lipitlerdir. Hiicre membalarindaki ve gidalardaki
kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
tiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller etkisi ile
oksidatif yikimi1 “nonenzimatik lipit peroksidasyonu” olarak bilinir ve zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Bu reaksiyonunun gerceklestirdigi hasarin geri dontigiimii

yoktur.
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Bir hidrojenini kaybeden yag asidi, lipit radikali (L°) niteligi kazanir. Lipit radikali
kararsizdir ve bir dizi degisiklie ugrar. Molekiil kendi iginde bir diizenleme
gerceklestirir ve konjuge dienler olusur. Konjuge dienlerde oksijenle reaksiyona
girerek lipit peroksit radikalini olustururlar. Bu radikaller membran yapisindaki ¢coklu
doymamus yag asitleriyle etkilesime girerek, yeni lipit radikallerinin olusumuna yol
acar, bu sirada kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit peroksitlerine
dontisiir. Reaksiyon bu sekilde kendini katalizleyerek devam eder (Barry Halliwell &
Gutteridge, 1990).

Lipid peroksidasyonu lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
yikilmasi ile sona erer (sonlanma basamagi). Yikildiklarinda, ¢ogu biyolojik olarak
aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilir veya ilk
atak bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar

(isbilir, 2008).

Lipit peroksidasyonu g¢ok zararli reaksiyondur. Direkt olarak membran yapisina,
reaktif aldehitler iireterek de diger hiicrelere zarar verebilir. Birgok hastaliga ve doku
hasarina neden olur. Hiicre membraninin gegirgenligi ve mikrovizitesi ciddi bir sekilde

etkilenir (S6zmen, Emerk, & Onat, 2002).

1.3.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida distilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin
gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.

Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
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nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de
serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin
stiperoksit radikali (O2") veya hidrojen peroksitle (H202) reaksiyonu methemoglobin
olusumuna neden olur (Uguzlar, 2009).

1.3.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli tirlinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli  patolojik siireglerde Onemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriyazis,
romatoit artrit, Behget hastaligi, cesitli deri ve géz hastaliklari, kanser gibi bir¢ok
hastalikta ve yaslilikta serbest radikal {retiminin artti1, antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal

artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir.

Ozetle serbest radikallerin hiicre ve dokularda neden oldugu zararlar;

= DNA tahribati,

= Niikleotid yapil1 koenzimlerin yikima,

= Protein tahribati,

* Enzim aktiviteleri ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler (Kil
et al., 2009),

= Hiicre ortaminin tiyol/disiilfit oraninin degismesi,

= Mukopolisakkaritlerin yikima,

= Zar proteinlerinin tahribati ve tasima sisteminin bozulmasi, steroid ve
yas pigment denilen baz1 maddelerin birikimi,

= Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii bilesiklerde oksidasyon-

rediiksiyon olaylarinin bozulmasidir (S6zmen et al., 2002).

1.4. Antimikrobiyal Maddeler ve Ozellikleri

20. yiizy1lin baslarina kadar insan organizmasina zarar vermeden mikroorganizmalar1
etkilemenin imkansiz oldugu diisiiniiliiyordu. M.O 2500 yillarinda bilingsiz olarak

antimikrobik tedavi yontemleri uygulanmis ve bu devirde enfeksiyon hastaliklari
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tedavisinde bitki kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler kullanilmistir. 1600’11 yillarda
Giiney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabugunu yiyerek sitmadan
korunmuslar, ipeka bitkisinin kdk ekstresini kullanarak amipli dizanteri hastaligini
tedavi etmislerdir. Cinchora bitkisinin kabugunda kinin, ipeka bitkisinin koklerinde
ise emetin bulundugu Dbelirlenmistir. 20. Yiizyildan itibaren patojen
mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttikca enfeksiyon hastaliklar1 ile savas da

bilingli olarak siirdiiriilmiistiir (Akyiiz, 2007).

Antimikrobiyal ajanlar (bilesikler), mikroorganizmalar1 inhibe eden dogal, yar
sentetik veya sentetik olarak bulunan maddedir (Sen, 2011). Bitki orijinli
antimikrobiyal bilesenler bitkinin kok, govde, yaprak, tohum, cicek ve meyvesinden
elde edilebilir (Borchardt et al., 2008) ve bitkilerin antimikrobiyal aktivitesi iizerine
yapilan eski g¢alismalar ¢ogunlukla yaprak, kok, govde ve rizom ekstraktlariyla

gerceklestirilmistir (Barbour et al., 2004).

Ham maddelerin depolanmasi, islenmesi ve hatta son {iriinlerin depolanmasi sirasinda
olusan lipid oksidasyonu, gidalarda bayatlama ve eksimeye neden olan temel sebeptir.
Insan viicudunda lipid oksidasyonunun istenmeyen etkilerinden dolay1 gidalarin
bozulmasinda etken oksidasyon iiriinlerini azaltmanin Onemi her gecen giin

artmaktadir (Tepe, Daferera, Sokmen, Sokmen, & Polissiou, 2005).

Katki maddeleri; tiriin kalitesini arttirmak, gidayr korumak ve raf 6dmriinii uzatmak
amaciyla {riin icerigine eklenen kimyasal bilesiklerdir. Katki maddesi igermeyen,
daha az tuz iceren, daha az islem gormiis gidalarda koruyucu faktorlerin azalmasi ile
irlin mikrobiyal gelisim ve bozunma reaksiyonlari agisindan riskli hale gelmekte,
ayrica irlinlin raf Omrii smirlanmaktadir. Tiketicilerde egilim sentetik katki
maddelerinden farkli olarak hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan elde
edilen dogal antimikrobiyallerin kullanimi yoniinde olmaktadir (Lemay et al., 2002;
Oliveira et al., 2008).

Dogal antimikrobiyallerin bir kism1 gida muhafazasinda kullanilmakta olup, bir kismi1
da hala arastirma asamasindadir. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal maddeler kimyasal

yapilarina gore; fenolikler, terpenoidler ve esansiyel yaglar, alkaloidler, lektinler ve
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polipeptitler, poliasetilenler seklinde gruplandirilabilir. Fenolikler de kendi i¢inde;
basit fenoller, fenolik asitler, kinonlar, flavonoidler, flavonlar, flavonoller, taninler ve
kumarinler olarak ayrilir (Cowan, 1999). Yumurtadaki lizozim, ovotransferrin ve
avidin, siitteki laktoperoksidaz ve laktoferrin, kan serumundaki transferrinler
hayvansal kaynakli dogal antimikrobiyallere ornek olustururken, fitoaleksinler,
baharat ve sifali bitkilerden elde edilen diisiik molekiil agirligina sahip “carvacrol”,
“eugenol”, “thymol”, “cinnamic aldehyde”, “allicin™ gibi fenolik bilesenler, esansiyel
yaglar, ekstraktlar baslica dogal bitkisel antimikrobiyaller arasindadir.
Mikroorganizmalardan elde edilen dogal antimikrobiyaller arasinda ise nisin ve
pediosin gibi bakteriyosinler yer almaktadir (Lemay et al., 2002). Bu bilesenler

mikroorganizmalarin maksimum biiyiime araligi olan log fazinda bakteriyosidal ve

bakteriyostatik etki gosterir (Borchardt et al., 2008).

Son yillarda enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan ticari antimikrobiyal
ilaglarin gelisigiizel kullanilmasi patojenik mikroorganizmalarin bir¢ok ilaca karsi
diren¢ gelistirmesine neden olmustur. Bu durum bilim insanlariin gesitli
kaynaklardan yeni antimikrobiyal madde bulmalarini zorunlu kilmistir (Karaman et
al., 2003). Bugiin enfekte hastaliklarla savasta onemli bir kaynak olmaya devam eden
antimikrobiyal aktiviteye sahip bitkiler hastaliklarin tedavisinde modern ilaglara bile

meydan okuyabilecek ozelliktedir (Yi et al., 2007).

1.5. Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde, test materyalinin agarda difuze olmasi ve difuze oldugu mesafe kadar
test mikroorganizmalarini inhibe etme esasina dayanir. Bu yontemin birbirinin yerine
gecebilir tarzda kullanilan, disk difiizyon (Kirby-Bauer) ve cukur agar diflizyon
yontemleri olarak adlandirilan iki alt grubu vardir. Calisma prensipleri arasinda
belirgin fark olmayan bu iki yontemde sadece test edilecek olan materyallerin agar
tizerine yerlestirilmeleri farklidir. Cukur agar testinde degerlendirilecek olan madde
agar lUzerinde acilan standart cukurlara yerlestirilirken, disk diflizyon testinde
emdirildikleri kagit diskle birlikte agar yiizeyine yerlestirilir (Cakir & Yildirim, 2008).

Disk difiizyon yonteminde, belirli bir miktar antimikrobiyal ajan igeren kagit diskler,
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test mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi1 agar plaklarin
ylizeyine yerlestirilir. Boylece, diskteki antimikrobiyal madde besiyeri igerisine yayilir
ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iliremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk
cevresinde bakterilerin {iremedigi dairesel bir inhibisyon alani (zon) olusur. Inhibisyon
zonunun ¢api, bakterinin duyarliligi ile direkt olarak iligkilidir. Bu alanin cap1
Ol¢iilerek her antimikrobiyal madde icin farkli olabilen duyarlilik sinir1 degerleriyle
karsilagtirilir. Inhibisyon alammin biiyiikliigiine gore duyarli, orta veya direngli
seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir (Sen, 2011). Diliisyon yonteminden farki

antimikrobiyal maddelerin bir tek konsantrasyonunun etkinligi denenir.

1.6. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

1.6.1. Escherichia coli

E.coli basil seklinde 2-6 pm boy ve 1-1.5 pm ende diiz bakterilerdir. Gram negatif,
bazen hareketli, 1-2 mm c¢apinda S tipi koloniler yapan bakterilerdir. Spor
olusturmazlar (Sen, 2011). Fakiiltatif anaerob olup optimal pH 7 -7.2, optimal iireme
1s1s1 37°C” dir. Istya fazla dayanikli degillerdir. 55°C’ye 1 saat, 60°C’ye 20 dakika
dayaniklidirlar (Erecevit, 2007). Dezenfektanlara, bazi boya (Malasit yesili, Fiiksin
vb.) maddelerine, safra ve safra tuzlarima ve % 7 NaCl‘e kars1 duyarli, fakat 1s1 ve
soguga direnclidir. Normal bagirsak bakterisi olarak memeliler ve kuglarda bulunur.
Bagirsak icinde kokusma, mayalagsma ve beslenme ile ilgili islemlerde yardimci olan
ve diger bagirsak bakterileri ile dengeli olarak bulunan flora bakterisidir. Fakat
canlinin savunma giiciiniin azaldigr durumlarda doku ve kana yayilarak enfeksiyon
etkeni Ozelligi tasir. Bunlar; {iriner sistem, safra ve safra yollar1 enfeksiyonlari,
menenjit, peritonit, hemolitik tiremik sendrom, trombotik trombositopenik purpura,

apse, siniizit, otit ve yara enfeksiyonlaridir (Sen, 2011).

1.6.2. Klebsiella pneumoniae
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Bu bakteriler hareketsiz, sporsuz, kisa ve uglar1 yuvarlak 1,2 ym boyunda ve 0.5-0.8
um eninde basillerdir. Gram (-), polisakkarit yapisinda kapsiillii, aerob ve fakiiltatif
anaerob 6zellik gosterebilen, 37°C ve pH 7°de iyi iireyen bakterilerdir. Dogada yaygin
olarak bulunan bu bakteri; kuruluga direngli, sicakliga dayaniksizdir. K.pneumoniae
bakterileri, oda sicakliginda haftalarca ve 4°C de aylarca canli kalabilirler.
Memelilerde iist solunum yolu ve diski florasinda bulunan bir bakteri oldugu icin
patojenligi, uygunsuz kosullarda firsat¢i patojen olarak aciga cikar. Klebsiella
ozellikle 2 yas alt1 ve 40 yas istii kisilerde viicut direncinin kirilmasi, virutik iist

solunum yolu enfeksiyonlari sirasinda pnémonilere neden olur (Erecevit, 2007).

1.6.3. Staphylococcus aureus

Yuvarlak sekilde olup gram (+) ve hareketsizdirler. Spor olusturmazlar. Yaklasik 1 pm
capinda fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Fakat aerob sartlarda daha bol iirerler. S.
aureus i¢in optimum iireme 1sis1 30 -37 °C dir. Optimal pH 7 -7,5’tir. Baz1 suslari
kapsiil olusturur. Kati besiyerinde iiredikleri zaman birbirine dik iki ylizeyde
boliinmeleri sonucu iiziim salkimina benzer kiimeler yaparlar. Sivi besiyerinde
tirediklerinde ise kisa zincirler ve diplokoklar olustururlar. Birgok bakteri 60°C’de ve
30 dakikada aktivitesini kaybederken, S. aureus bakterileri 1siya direngli niikleazlari
olusturduklari i¢in dayanikhidirlar. Kiiltiirleri 4°C’de ve oda 1sisinda tutulduklarinda
aylarca canliliklarin1 korurlar. Bu yiizden; tozda, toprakta, esya iizerinde insan ve
hayvanin deri, agiz ve nazofarinks floralarinda yaygin sekilde bulunurlar.
Staphylococcus’lara bagli deri enfeksiyonlart insanlarda karsilasilan Staphylococcus

hastaliklarinin en sik goriilenleridir (Erecevit, 2007).

1.6.4. Enterococcus faecalis

Bu bakteriler gram (+), hareketsiz koklardir. Tek tek, ¢ift ya da kisa zincirler halinde
mikroskopta gdzlenebilirler. Fakiiltatif anaerobtur. Insan kalin bagirsaginda bu
bakteriye ¢ok sik rastlanmaktadir. Sik sik S. pneumonia ile karistirilmaktadir ancak
E.faecalis testlerle tanimlanabilecek birgok karakteristik 6zellige sahiptir. Hastaneyle

ilgili enfeksiyonlara neden olan bakteriler icinde 6n siralarda yer almaktadir. Karin
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ameliyatlarindan sonra bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara sik
rastlanmaktadir. E.faecalis antibiyotiklerin ¢oguna direng gosteren bakteri olarak
bilinmektedir (Sen, 2011).

1.6.5. Candida crusei

Candida’lar maya formunda mantarlardir. 5 -7 um biiyiikliigiinde oval veya 4-6 X 6-
10 um biiyiikliigiinde uzun maya hiicreleri seklinde goriiliirler. Misir unu agarinda;
micelyum, pseudomicelyum, blastospor ve chlamydospor olmak tizere dort farkli form
olustururlar. 8-12 mm biyiikligiinde, yuvarlak ve kalin duvarli chlamydosporu
olusturmalar1 C. albicans’m en Onemli 6zelligidir. Hacminin biiylik olusu besin
maddelerini depolamasina, kalin duvarli olusu ise uygun olmayan ¢evre sartlarindan
korunmasina yardim eder. Bu kalin duvar iki tabakadan olusur. Dista polisakkarit icte
protein tabaka yer alir. C. albicans normal bireylerin deri ve mukoz zarlarinin normal
florasinda yer almasmma ragmen organizmanin dogal direnci zayifladiginda
enfeksiyonlar olusturmaktadirlar. Candida’larin patojen duruma gegmesine yas, genel
enfeksiyonlar, asir1 zayiflama ve sismanlik, seker hastaligi, fazla terleme, vitamin
eksikligi gibi endojen faktorler ve travma, nem artisi, mantarlarin virulansi ve
patojenitesi gibi ekzojen faktorler sebep olmaktadir. Ayrica yiiksek dozda genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi1 viicut florasinda maya mantarlar1 {izerindeki
baskinin ortadan kalkmasina neden olur ve bunlar iiremeye baglar. Candida’ larin
sebep oldugu lezyonlarin tedavisindeki en iyi yontem nedenin ortadan kaldirilmasidir.
Bu mayalar agiz, deri, tirnak, vajina, brons ve akcigerlerde lezyonlar olustururlar

(Erecevit, 2007).

17



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1. Bitki Ornegi

Centaurea fenzlii Reichardt, Dogu Anadolu Bolgesi'nde 1270 m yiikseklikten Mus-
Elaz1g karayolundan 7. km uzaklikta toplanmistir.

Kirikkale Universitesi Herbaryumunda (ADO 3) muhafaza edilmis ve analiz i¢in oda

sicakliginda kurutulmustur.

C. fenzlii Reichardt’ in toprak tistii kisimlar1 6giitiildiikten sonra maserasyon ile 3x24

saat siireyle hekzan, diklorometan ve metanol ile ekstre edilmistir.

2.1.2. Centaurea Fenzlii Reichardt

Bitkinin anatomik 6zellikleri asagidaki gibidir;

Iki yillik. Govde dik, iist kisminda birkag dallanmis 40-130 cm yapraklar sert skabroze,
parcalanmamig, 15-16 X 9-11 cm taban yapraklar ovat-roundat, tabani kordat,
pedincullu, alt yapraklar tabandakilere benzer, orta ve iist elliptik den lineara, sapsiz
ve dekurent. Kapitula 4-15 rasemdedir; globos, 30-40 x 30-50 mm; fillariler imbirikat,
tiiystiz, dik; dis fillariler orbikular, 4-6 x 3-5 mm., apendey¢ 2-2.5 X 2 mm; orta
fillariler orbikular, 9-11 x 8-10 mm, apendey¢ 2-2.5 X 1-2 mm; i¢ fillariler orbikular,
15-18 x 14-16 mm, apendey¢ 1-1.5 x 0.5-1.5 mm saman rengi; fillarilerin tabanini
tamamen oOrter, dekurent degil, 9-15 siliali, silialar 1-3 mm uzunlugunda. Cigekcikler
sar1, radiant degil; korolla tiipii tiiysiiz, 10-15 mm uzunlugunda, loblar 5-6 mm, linear;
filamentler 4-5 mm uzunlugunda, puberulent; anterler 6-8 x 0.5-1 mm; sitilus 12-15
mm uzunlugunda, sitilus sapt 10-12 mm uzunlugunda, sitilus dallanmasi 1.5-2 mm

uzunlugunda, tabanda tiiylii. Akenler ovat, 4-7 X 4-5 mm, beyazimsi, tiiysiiz; pappus

18



ikiserili, i¢ seri 1-1.5 mm uzunlugunda, dis seri 6-10 mm uzunlugunda, skabroz, beyaz
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Centaurea Fenzlii Reichardt

Bu aragtirmada 5 standart mikroorganizma susu kullanilmigtir. Kullanilan test
mikroorganizmalar1 Kirikkale Universitesi KUBTAL Biyoteknoloji Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan bakteriler ve kodlar1 Cizelge 2.1’
de verilmistir. Test edilen her bir bakteri tiiriiniin hassasiyetini belirlemek ve kullanilan
yontemin kontrolii i¢in Ampificilin ve Oflaxacin standart antibiyotik diskleri

kullantlmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan Bakteriler ve Kodlari

BAKTERI KODU
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
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Candida crusei ATCC 6258

2.1.3. Cozeltilerin ve Besiyerinin Hazirlanmasi

2.1.3.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.1.3.1.1. Folin-Ciocalteu Reaktifi

Ticari olarak satin alindig1 sekilde kullanilmistir.

2.1.3.1.2. 1 mM DPPH Cozeltisi

0.0986 g DPPH tartilarak metanolde ¢oziilmiis ve 250 mL’ye tamamlanmaistir.

2.1.3.1.3. 0.1 mM DPPH Cozeltisi

1 mM DPPH ¢o6zeltisinden 10 mL alinarak etanolle 100 mL’ye tamamlanmuistir.

2.1.3.1.4. % 10’luk TCA Cozeltisi

10 g TCA tartilarak distile suda ¢6ziilmiistiir ve 100 mL’ye tamamlanmustir.

2.1.3.1.5. 0.04 M Fosfat Tamponu (pH 7.0)

NaH2POu4 (5.44 g/L) ve Na2HPO4.2H20 (7.12 g/L) ¢ozeltilerinin pH 7.0 olacak sekilde

karistirilmasi ile hazirlanmistir.

2.1.3.1.6. Gallik Asit Cézeltisi (GAE)

0.029 g gallik asit tartilarak distile suda ¢oziilmiistiir ve 29 mL’ye tamamlanmistir.
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2.1.4. Antibakteriyel Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

2.1.4.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Bakterileri tiretmek i¢in 38 g Mueller Hinton Agar tartilmistir ve 1000 mL distile su

ilave edilmistir ve benmari yontemiyle eritilerek hazirlanmistir.

Maya iiretmek i¢in 5 g Sabouraud Dekstroz agar tartilmistir ve 250 mL distile su ilave
edilmistir ve benmari yOntemiyle eritilerek hazirlanmistir. Bu besiyerlerinin
bulundugu erlenler 121 °C’da 15 dk steril edildikten sonra besiyerleri daha 6nceden

pastor firininda steril edilen cam petrilere dokiilmiistiir.

2.1.4.2. 0,5 McFarland Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

%1°1lik 99.5 mL H2SO0a ile %1,18’lik 0.5 mL BaCl: karistirilarak hazirlanmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi, Ogiitiilmesi ve Ekstrelerin Elde Edilmesi

Bitki Ornekleri, Dogu Anadolu Bolgesi'nde 1270 m yiikseklikten Mus-Elazig
karayolundan 7. km uzaklikta toplanmistir. Toplanan bitki 6rneklerinin toprak {istii
kisimlar1 dogrudan giines 15181nin olmadigi oda sicakliginda 2 hafta siire ile uygun
kosullarda kurutularak, bitki 6gilitme degirmeni ile mekanik olarak parcalanarak toz
haline getirilmigtir. 250 g 6giitiilmiis bitki 6rnegi maserasyon yontemiyle 3%24 saat
stireyle sirastyla polar olmayan n-hekzan, orta diizeyde polariteye sahip diklorometan

ve polar bir bilesik olan metanol ile ekstre edilmistir.
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2.2.2. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

2.2.2.1. Toplam Fenolik Madde Tayini (TPC)

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri 96 kuyucuklu mikroplakada Folin
Ciocalteau metodu ile spektrofotometrik olarak dlgiilmiistiir. Her bir kuyucuga 75 pL
distile su, 25 puL bitki ekstresi (500-1000 pg/mL), 25 uL Folin Ciocalteau reaktifi
eklenip karistirilmistir. 6 dakika sonra 100 uL %20’ lik Na2COs3 uygulanan 6rnekler
90 dakika karanlikta oda sicakliginda bekletilip 760 nm’ de okunmustur. Standart
olarak gallik asit (10-500 pg/mL) kullanilmistir. Ekstrelerin fenolik igerikleri g kuru
ornek basina diisen mg gallik asit (mg GAE/g) seklinde ifade edilmistir (Herald,
Gadgil, & Tilley, 2012).

2.2.2.2. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanilarak Blois’ in metoduna gore ¢alisilmistir (Blois, 1958). Metot ekstrelerinin bir
proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢dzeltisinin rengini
a¢cmasi esasina dayanir. Reaksiyon karigimindaki absorbansin diismesi yiiksek serbest

radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

Ekstrelerin ve standart olarak kullanilan dogal antioksidan maddeler olan BHA
(Butillendirilmis hidroksianisol) ve BHT (Butillendirilmis hidroksitoluen)’ nin radikal
giderme aktivitelerini tayin etmek i¢in DPPH mikroplaka yontemi kullanilmistir (Zou,
Chang, Gu, & Qian, 2011). Ekstreler ve standartlar %80’ lik metanolde ¢oziilerek stok
cozeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden 96 kuyucuklu plakanin ilk kuyucuklarina
tic tekrar olacak sekilde 100’ er pL ilave edilerek seri diliisyon (5-500 pg/mL)
yapilmistir. Negatif kontrol olarak %80 lik metanol kullanilmistir. Her bir kuyucuga
onceden hazirlanmis DPPH c¢ozeltisinden kuyucuk basina 0.1 mM olacak sekilde
eklenmistir. 30 dakika bekledikten sonra drneklerin absorbanst mikroplaka okuyucu

kullanilarak 517 nm dalga boyunda okunmustur. Her bir 6rnek (ekstreler ve
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standartlar) icin ECso degeri hesaplanmadan 6nce % DPPH radikali giderme aktivitesi

asagida verilen formiil ile hesaplanmistir:

Cozeltideki DPPH radikallerinin % 50’sini gidermek igin gerekli olan ekstre ve
standart madde konsantrasyonu ECso olarak tanimlanir. Diisiik ECso degeri yiiksek
radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Bu deger ¢alisilan konsantrasyonlara kars1
% serbest radikal giderme aktivite degerlerinin yerlestirilmesi ile elde edilen elde
edilen degerler GraphPad Prism 7.01 programi ile ECso = pg/mL olarak tespit

edilmistir.

Kontroliin Absorbansi — Ornek Absorbansi

% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi= x 100

Kontrol Absorbans:

2.2.3. Antibakteriyal Aktivite Tayin Yontemi

2.2.3.1. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri igin besiyeri olarak Mueller Hinton Agar ve maya igin Sabourad
Dextrose agar kullanilmistir. Steril edilen besiyerleri 90 mm capli steril petri kaplarina
20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Bakteri kiiltiirleri tiremesi i¢in 37 °C’ de,

maya kiiltiirleri i¢in ise 30 °C etiivde 20-24 saat inkiibasyona birakilmistir.

2.2.3.2. Disk Difiizyon Yontemi

Centaurea Fenzlii Reichardt ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek igin
disk difiizyon yontemi kullanilmustir. Hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin son
konsantrasyonu 250 mg/mL olacak sekilde DMSO igerisinde c¢oziilmiistiir.
Mikroorganizmalarin kati besiyerlerinde iiretilmis 18-24 saatlik taze kiiltiirlerinden
0ze ile alan koloniler serum fizyolojik i¢inde siispanse edildi ve 0.5 McFarland

bulaniklik tiipiiyle kiyaslanarak 108 CFU/mL diliisyon hazirlanmistir. Inokulum olarak
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da bu sulandirma kullanilmistir. Mueller Hinton Agar igeren petrilerin yiizeyine
ekiivyon ¢ubugu kullanilarak bakteri diliisyonundan steril pipet yardimiyla 100 pL
ekildi. Cozeltilerin 25 pL’ lik miktarlart 6 mm c¢apli bos steril disklere (Whatmann
No:1) emdirilmistir. Daha sonra diskler petrilere uygun sekilde yerlestirilmistir.
Bakteriler 37°C’ da, mayalar 30°C’ da 18-24 saat siireyle etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Pozitif kontrol olarak Ampificilin, Oflaxacin ve Nystatin standart
antibiyotik diskleri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak da sadece DMSO’ nun
emdirildigi diskler kullanilmistir. inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlarmin

caplar1t milimetrik cetvelle ol¢tilmiistiir.

2.2.3.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Testi

Bir antimikrobiyal ajanin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK), ¢ogalmanin
gorsel olarak inhibe edildigi en diisiikk etken madde konsantrasyonudur. Ekstrelere ait
MIK degerleri, seyreltme yapilmus ekstreler icinde mikroorganizmalarin inkiibe
edilmesiyle belirlenmistir (Klancnik, Piskernik, Jersek, & Mozina, 2010). Minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK), 96 Iik mikroplakada bir seri seyreltme teknigi ile
gerceklestirimistir. Centaurea fenzlii Reichardt ekstreleri, 8 diliisyon konsantrasyonu
elde etmek i¢in 96’11k mikroplakada 1 mg/mL' den 0,0032 mg/mL" ye seyreltilmistir.
Ayri bir 96’ ik mikroplakada, her bir seyreltinin 100 uL' si kuyucuklara ii¢ kopya
halinde sirayla eklenmistir. 20 uL bakteri ve maya kiiltiirleri (1 x 10° cfu/mL), 180
uL besiyeri kuyucuklara ayri ayri ilave edilmis ve toplam 300 uL hacim elde
edilmistir. 100 uL hiicre kiiltiirli igeren besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmis;
ayrica, ekstrakt icermeyen besiyeri ve sadece ekstrakt iceren ortamlar negatif kontrol
olarak kullanilmustir. Baslangi¢c absorbans degerleri mikroplaka okuyucusundan
okunmustur (Biotek, PowerWave XS2). Daha sonra mikroplakalar 24 saat 37°C' de
inkiibe edilmis; inkiibasyon siiresi sonunda absorbans degerleri okunup ve
kaydedilmistir. Inkiibasyon sonrast1 MIK degerleri, mikroorganizmanin gorsel
¢ogalmasini tamamen inhibe eden ekstraktin en diisiik konsantrasyonu olarak

tanimlanmistir. Deneyler {i¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin Verimi

Elde edilen ekstrelerin bitkideki yiizde verimleri Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ekstrelerin Bitkideki Yiizde Verimleri

Diklorometan Metanol Hekzan

Verim (%) 1.02 7.02 1.40

En yiiksek verim %7.02 ile metanol ekstresinden elde edilmistir (Cizelge 3.1). Toplam
ekstre verimi %9,44 bulunmustur. Bitkiden elde edilen ii¢ farkli ekstre igerisinde en
yuksek verim %7.02 ile metanol ekstresinden elde edilmistir. Karamenderes ve
arkadaslarinin (Karamenderes, Konyalioglu, Khan, & Khan, 2007) yaptig1 ¢alismada,
C. calolepis, C. cariensis subsp. maculiceps, C. cariensis subsp. microlepis, C.
hierapolitana, C. cadmea, C. ensiformis, C. Depressa ve C. urvillei subsp. urvillei
bitkilerinden n-hekzan, kloroform, metanol ekstreleri elde edilmis ve en yiiksek

verimler metanol ekstrelerinden elde edilmistir.

3.2. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin Toplam Fenolik Icerikleri

Metanol, diklorometan ve hekzan ekstrelerinin toplam fenolik icerikleri Sekil 3.1 de

verilen Gallik asit standart egri grafigine gore hesaplanmustir.
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Sekil 3.1. Gallik Asit Standart Egri Grafigi, Ekstrelerin Toplam Fenolik Madde
Miktarlar

Buna gore her bir ekstre i¢in toplam fenolik madde (mg GAE/g) icerigi Cizelge 3.2.°

de verilmistir.

Cizelge 3.2. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin Toplam Fenolik Madde

Icerikleri
Ekstre Toplam fenolik madde icerigi (mg GAE/g)
Metanol 16.72
Diklorometan 13.63

Centaurea ekstrelerinin antioksidan o6zellikleri ¢ogunlukla icerdikleri fenolik ve
flavonoid maddelerle iliskilidir (Karamenderes et al., 2007; Shahrbandy
& Hosseinzadeh, 2007). Bitki ekstrelerinden elde edilen en yiiksek fenolik madde
miktar1 16.72 GAE/mg ile metanol ekstresindendir.
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3.3. DPPH Serbest Radikal Giderme Etkisi

Centaurea Fenzlii Reichardt ekstrelerinin ve standartlar icin ECso degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.3. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin ECso Degerleri

Ekstreler Standartlar
Metanol Diklorometan BHT BHA
ECso (ug/mL) 61.682 14.80 14.10 1,06

Diisiik ECso degeri yiiksek antioksidan aktivite olarak degerlendirilir. Bitki
ekstrelerinin standartlar ile karsilastirildiginda daha diisiik antioksidan kapasiteye
sahip olduklar1 goriilmiistiir (p<0,05). Cizelge 3.3° e gore radikal giderme aktivitesi

acisindan en etkili ekstrenin diklorometan ekstresi oldugu tespit edilmistir.

Metanol ekstresinin diger Centaurea tiirlerinden elde edilen ekstreler ile ilgili yapilan
calismalarla karsilastirildiginda antioksidan kapasitesinin bu tiirlerle esdeger oldugu
sOylenebilir (Aktumsek, Zengin, Guler, Cakmak, & Duran, 2013; Sen, Bitis, Birteksoz
Tan, & Bulut, 2013; Shahrbandy & Hosseinzadeh, 2007; Zengin, Guler, Cakmak, &
Aktumsek, 2011).

3.4. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin Antibakteriyel Aktivitesi

Centaurea Fenzlii Reichardt ekstrelerinin, maya, Gram (+) ve Gram (-) bakteri
suslarma kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglari; disk difiizyon ve MiK (Minimum

inhibitor konsantrasyonu) olarak ifade edilerek Cizelge 3.4.” te verilmektedir.
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Cizelge 3.4. Centaurea Fenzlii Reichardt Ekstrelerinin inhibisyon Capi ve Minimum

Inhibitér Konsantrasyonu (MiK)

Mikroorganizma G+/G—/  Ekstre/Pozitif Inhibisyon MIK
K |
Maya ontro Cap1 (mm) (ng/mL)
Metanol 14 <500
S. aureus s
+ .
(ATCC 25923) Diklorometan 13 <500
Oflaxacin 20 <125
Metanol 12 <500
E. faecalis .
G+ Diklorometan 11 <500
(ATCC 29212)
Oflaxacin 18 <125
Metanol 9 >500
E. coli
(ATCC 25922) G- Diklorometan 8 >500
Ampicillin 12 128
Metanol 8 >500
K. pneumoniae )
G- Diklorometan 10 >500
(ATCC 700603)
Ampicillin 15 <128
Metanol 15 <500
C. crusei Maya _
Diklorometan 12 <500
(ATCC 6258)
Nystatin 16 >160
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Metanol ve diklorometan ekstrelerin Gram (+) bakterilere karsi, Gram (-) suslara gore
daha etkili olduklar1 gdzlenmistir. Sonuglara gore, metanol ekstresi 6zellikle C.
crusei’ye karsi yiiksek antifungal etki gostermektedir. Centaurea L. cinsinin diger
tirleri ile ilgili benzer bulgular elde edilmistir. Antimikrobiyal etkisinin serbest

radikal kovucu 6zellikleri ile iliskili olacagi bir¢ok kez ifade edilmistir.
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