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OZET

BAZI CENTAUREA L.TURLERININ UCUCU YAGLARININ KIMYASAL
BILESIMLERI VE ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ INCELENMESI

AKKURT, Abdulkadir
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog Dr. Sezgin CELIK
Ocak 2011, 47 sayfa

Ulkemiz bitki cesitliligi bakimidan zengin bir iilkedir.Tiim diinya iilkelerinde
oldugu gibi, Tiirkiye’de de yiizyillardir bir¢ok bitki tiirii tedavi amaciyla halk
arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.Centaurea L. cinsine ait baz tiirlerden elde
edilen ugucu yaglarinin, kimyasal igeriklerinin tespit edilmesi ve ¢esitli patojen
mikroorganizmalaria karsi antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan
bu ¢aligmada, Dogu ve Gilineydogu Anadolu bdlgelerimizden toplanan Centauera L.
tiirleri kurutulduktan sonra hidrodistilasyon yontemiyle ugucu yaglari elde edilerek,
GC-MS cihaziyla kimyasal analizleri belirlendi. Daha sonra MIK yontemiyle test
mikroorganizmalarima karst antimikrobiyal etkileri incelendi. Sonug¢ olarak,
bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin test mikroorganizmalar1 iizerinde

antimikrobiyal etkilerinin oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Tibbi Bitkiler, Centaurea L., Ugucu Yag, Antimikrobiyal Etki



ABSTRACT

INVESTIGATION OF COMPOSITION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES
OF ESSENTIAL OILS IN SOME CENTAUREA L. SPECIES

AKKURT, Abdulkadir
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezgin CELIK
January 2011, 47 pages

Turkey is a very rich country in plant diversity. As with all countries, in Turkey for
centuries plant species are widely used among the people for treatment. Aim of this
study is to determine the chemical contents essential oils obtained from some species
Centaurea L., and to examine the antimicrobial effects against a variety of
pathogenic microorganisms. Types of Centauera L. were collected in Eastern and
Southeastern Anatolia. After drying process, essential oils were obtained by
hidrodistillation method and chemical analysis was determined by GC-MS device.
Then the antimicrobial effects against test microorganisms were examined with MIC
method. As a result, it was observed that the essential oils obtained from plants have

antimicrobial effects on test microorganisms.

Key Word: Medical Plants, Centaurea L., Essential Oil, Antimicrobial Effects



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasi esnasinda maddi manevi hicbir yardimi esirgemeyen ve biz
geng arastirmacilara biiyiik destek olan, biitiin imkanlarin1 sonuna kadar bizlerin
hizmetine sunan, Danigsman hocam, Saymn Dog¢. Dr. Sezgin CELIK’e, tez
calismalarim esnasinda, bitkilerin toplanmasi ve teshislerinde destegini esirgemeyen
Gazi Universitesi Herbaryumu Uzmani Dr. Faik Ahmet KARAVELIOGULLARI’na,
bilimsel konularda daima yardimini gordiigiim ¢aligmalarimda biiyiik destegi olan
Siileyman Demirel Universitesi Ogretim Uyesi hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Giilcan
OZKAN’a, Mikrobiyolojik ¢alismalarda destegi olan Anadolu Universitesi Ogretim
Uyesi hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Burcin MUTLU’ya, biiyiik
fedakarliklarla bana destek olan arkadasim, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Laboratuvart Uzmami Murat KILIC’a, tezimin bir¢ok
asamasinda yardim gordiigiim Kirikkale Universitesi Meslek Yiiksek Okulu Ogretim
Gorevlisi Umit YIRTICI’ya ve son olarak bana birgok konuda oldugu gibi, tezimi

hazirlamam esnasinda da yardimlarini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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1.GIRiS

Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de ylizyillardir bircok bitki tiirii
tedavi amaciyla halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz bitki
cesitliligi agisindan zengin bir iilkedir. Toplam bitki tiirii sayis1 9000’den fazladir. Bu
say1 alttiir ve varyetelerle 10.000’1 ge¢gmektedir. Tiirkiye 3000 endemik tiire sahip
olup, endemizm orani yaklasik %32 kadardir. Ulkemiz birgok bitki tiiriiniin gen
merkezi durumundadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin ¢ogu iilkemizde dogal olarak
yetismekte ve bazilarinin tarimi yapilmaktadir. Yaklasik 500 bitki tiirii tibbi amacla
kullanilmaktadir (1-5). Son yillardaki ¢caligmalar, bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
biyolojik aktiviteleri iizerinde yogunlagmistir (6,7). Bir arastirmadan elde edilen
bulgulara gore, diinyada var olan 250.000 karasal bitki tiiriiniin sadece %?2’sinin
biyoaktiviteleri incelenmistir (8-10). Bitkilerden elde edilen ve biyoaktif
(antimikrobiyal, antioksidan, antitiimdral gibi) pek cok bilesik genellikle alkaloid,
fenilpropanoid (flavonoidler gibi), terpenoid, lignan, glikozid, lipid gibi yapilardan
olusur (11-18). Bir¢ok dogal bitkinin, antimikrobiyal maddeleri veya bunlarin ana
maddelerini sentezleme Ozelligine sahip oldugu cesitli arastiricilar tarafindan

belirtilmektedir.

Bu calismanin amaci, Centaurea L. cinsine ait bazi tiirlerden elde edilen ucucu
yaglarmin, kimyasal iceriklerinin tespit edilmesi ve g¢esitli  patojen

mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesidir.

1.1. Centaurea L. Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Compositae familyasinin Tiirkiye’deki en biiyiik cinsi Centaurea L.’dir. Bu cins
Tirkiye Florast Ek 1 ve II (hari¢ olan bolimler Aetheopappus, Amblyopogon,
Centaurea, Hyalinella, Odontolophoideae, Psephelloideae, Psephellus, Sosnovskya
and Xanthopsis) adli 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
(EK 1) yeni tiir olarak tanimlanmistir. Nihayet Centaurea toplam sayist 169 tiire ve
199 taksona yiikselmistir (yukaridaki belirtilen bolimler disinda). Son olarak

endemik takson sayis1 129 ve endemizm orani %65’e yiikselmistir (19). Endemizm



oraninin bu kadar yiiksek olmasi bu cinsin gen merkezinin Tiirkiye oldugu goriistinii
saglamlagtirmaktadir. Bitki, peygamber c¢icegi, zerdali dikeni, ¢oban kaldiran, Timur
dikeni gibi Tiirkge isimlerle bilinmektedir (20,21). Bat1 ve Giineybati Anadolu’da
yaygin olan C. cyanus tiliriiniin kurutulmus cigekleri halk arasinda % 5°lik
infiizyonlar1 halinde ishal kesici, kuvvet verici, istah agic1 ve gogiis yumusatici
olarak kullanilmaktadir. Dogu Anadolu’da yetisen C.behen Ak behmen ve Zerdali

dikeni olarak bilinmekte ve ¢icekleri midevi ve adet getirici olarak kullanilmaktadir.

Kuzeybati Anadolu’da yetisen ve ¢oban kaldiran, Timur dikeni olarak bilinen C.
calcitrapa’nin % 2-6’lik inflizyonlar1 dahilen ates diisiiriicii olarak, ¢cayir peygamberi
ismiyle bilinen ve Kuzeydogu Anadolu’da yaygin olarak yetisen C. Jacea ates

diisiiriicti, adet getirici, kabiz yapici ve istah agici olarak kullanilmaktadir (21).

Egirdir (Isparta) yoresinde geleneksel halk ilaci olarak kullanilan bitkilerin
saptanmasina yonelik yapilan bir arastirmada, C. iberica’ nin mide agrilarina ve
bocek ve yilan sokmalaria karst kullanildigir saptanmistir (22). Centaurea tiirleri
halk tababetinde tek basina veya diger bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik,
antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog, koleretik, dijestif, stomasik, ditiretik, adet
soktiiriicli, astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel amagla
kullanilmaktadir (23-27). C.chilensis bitkisinin sulu ekstresi halk arasinda antipiretik
ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (28-30). Cizelge 1.1.’de Tiirkiye’de

yetisen bazi Centaurea tiirlerinin halk arasinda kullanim amaglar1 verilmistir.

Cizelge 1.1. Tirkiye’de yetisen baz1 Centaurea tiirlerinin halk arasinda kullanim

amaglari
Tiir Yoresel Isim | Kullanilist | Uygulama Sekli| Referanslar
C. balsamita Kilig otu Ciban patlatict - 31,32
' (Kars) ’
Dabhilen
dekoksiyonu
Saladir Mide agrisina | Haricen, kiilleri
C. virgata kars1 Yaraiyi| tereyag ile 33, 34
(Van) edici karistirilarak
merhem
halinde
C. diffusa Zerdali dikeni 35
Boga ddikeni Hari
(Nigde) aricen, toz
C. pulchella Giimils Ciban patlatict halde 36, 37
slipiirge




Cizelge 1.1 (devam)

Dahilen, taze

armata

(Sivas)

Kumaci otu | _ halde doviilerek
C. lycopifolia (Kahramanma| Oksiiriik kesici| ¢ikan 6zsuyu 38
ras) alinir ve sekerle
karistirilip igilir
Kan dindirici | Taricen toz 38
halde
q fDahilen
e 1 Basur otu Hemoroi infiizyon, cay
C. drabifolia (Afyon ) tedavisinde veya sigara 39
seklinde
C. macrocephala Saribas 35
C. glastifolia Kotankiran Istah acic1 - 35
Corusbozan . . .. .| Haricen, toz
C. pterocaula (Erzurum) Yara iyi edici halde 32
Ak behmen, | Midevi, adet
C. behen zerdali dikeni|  soktiiriicii - 31,35
Gﬁllﬁgilfgn,
zerdali .
TSR Do Cocuklarda Haricen,
gdl:?ilt?g[[ilghs SSP- Sﬂggg& dudaklardaki | kavrulup toz 39, 40
cakirdikeni uguklara karsi edilerek
(Afyon)
S, Dahilen hap gibi
saridiken, | Sitma tedavisi yutularak }{fya 41,42
esek dikeni sigatd g ol
(Bartin) 1¢ilerek
1 an: | Peptik llser .
Cakirdikeni toml Taze iken hap 4
(Cankar1) setmp 0;n arind seklinde 38, 43
Oglak dikeni,|Soguk alginligi| Dekoksiyon
saridiken ve sitma veya inflizyonu
(Konya) tedavisi 2-3 kez igilir
Cakirdikeni
(Erzincan) . . . .| Dahilen, %2-6
Cakirdikeni | Ates dustiriicti | [1k infiizyon
(Isparta) e .
Alabas Yara iyi edici | Haricen toz 3235 45, 46
. . K t ’ s 9
C. iberica ( %se'ffgg; w) Mide agrisina | halde Dahilen,
dikeni o 47
Cobankaldira karst inflizyon
n, Yilan ve akrep . .
Timurdikeni [sokmasina karsi| Ezilerek siirme
(Kastamonu)
_ Cobankaldira Dahilen % 2-6
C. calcitarapa naiTklé?llilr Ates disiiriicii | 0 liggjz;on 35
C. urvillei ssp. Kotiirim 35




Cizelge 1.1 (devam)

C. urvillel ssp.
stepposa

Coban dikeni
(Konya)

35

C. pichleri

Peygamber
clgegl
(Eskisehir)

35

C. depressa

Acimik
(Isparta)

35

C. cyanus

Peygamber
cicedi,
gokbas

(Mugla)

Ishal kesici,
kuvvet verici,
istah acici,
gogus
yumusatici
Sac
kepeklenmesine

Dahilen % 5 lik
infiizyon
Haricen,

infiizyonu ile
bas yikanir

31, 35,46

karsi

Yanar doner,
gelin
dugmesi,

kirmizi 47
peygamber
¢icegi, tiirbe
cigegi
(Ankara)

C.tchihatcheffi

Centaurea tiirleri lizerinde yapilmis caligsmalara gore kimyasal yapilarinda terpenik
maddeler (seskiterpen laktonlar, triterpenler), flavonoid, lignan, ugucu yag, alkaloit,
antosiyanin, kumarin, tanen tipi fenolik bilesikler ve sabit yaglar oldugu
bildirilmektedir (26). Biyolojik aktiviteleri kimyasal yapilarindaki seskiterpen lakton
ve flavonoidlerden ileri gelen Centaurea cinsinin antienflamatuvar (agr1 kesici),
antipiretik (ates diisliriicli), antimalaryal (sitma), antimikrobiyal, antiviral,
antifitoviral, antitilserojenik, hipoglisemik, ndrotoksik, sitotoksik etkilerinin oldugu

rapor edilmektedir (48).

Ulkemizdeki Centaurea tiirleri ilgili calismalar ugucu yag, flavonoid ve seskiterpen

laktonlar iizerinde yogunlagmistir.

1.2. Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar, aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan genellikle su veya buhar

distilasyonu yontemleri ile elde edilen, kendilerine has koku, tat, renk ve goriiniise



sahip karisimlardir. Ugucu yaglar oda sicakliginda sivi halde bulunurlar ve agikta

birakildiklarinda kolaylikla buharlasma 6zelligine sahiptirler.

Ugucu yaglarin ¢ogu sudan hafiftir ve suyla karigsmadiklarindan suyun iizerinde
toplanirlar. Ancak bilesimindeki oksijenli bilesiklerin bir kismi suda ¢6ziiniir. Bu

ozelliklerine dayanarak aromatik sular hazirlanabilmektedir.

Ugucu yaglar, bitkilerin basta ¢icek ve yapraklart olmak iizere herhangi bir organinda
(herba, kabuk, kok, odun, meyve, tohum) bulunabilirler. Bazen bitkinin biitiin
dokularinda, bazen de sadece 6zel organ ve dokularinda meydana gelirler. Ugucu
yaglar bitkinin bagh oldugu familyaya gore belirli bir oranda salgi tiiylerinde, salgi
kanallarinda, salg1 hiicrelerinde ve salgi ceplerinde bulunurlar. Bitkide herhangi bir
biyolojik olaya katilmayan bu maddelerin ne amagla olustugu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bitkinin artitk metabolizma iirlinlerinin atilmasinda rol
oynadiklari, yaralanmalara karst olusan regineyi c¢oOzebilme yetenegine sahip
olduklar1 bilinmektedir. Yaydiklar1 kokular sayesinde de bocekleri cezbederek
tozlasmaya yardimci oldugu ya da bunun tam tersi etki gostererek zararli bocekleri
bitkiden uzaklastirarak bitkiyi korumada yardimer oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
ucucu yag tasiyan bitkilerin genellikle sicak iklimlerde yetismesi nedeniyle ugucu
yagin bitkinin iizerindeki havayr baglayarak fazla su kaybimi Onledigi
diistintilmektedir. Bu bitkileri tasiyan baslica familyalar ise Coniferae, Rutaceae,
Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae, Labiatae, Umbelliferae, Iridaceae, Zingiberaceae

ve Graminae'dir (49).

Ugucu yaglar petrol eteri, hekzan, eter, etanol gibi organik ¢oziiclilerin ¢ogunda
¢Oziinlirler. Ugucu yaglarin belli derecedeki etanoldeki ¢oziiniirliik orani saflik
kontroliinde yardimci olmaktadir. Ugucu yaglarin kalitesi genellikle yogunluk,
kirilma indisi, optik ¢evirme gibi fizikokimyasal O6zelliklerle belirlenir. Optikc¢e
aktiftirler ve kirilma indisleri yiiksektir. Cogu ugucu yaglar cok sayida bilesigin
karistmindan olusmuslardir. Bu yilizden kimyasal kompozisyonlar1 oldukca
karmagiktir. Hatta aromatik bitkilerin cografik bolgelerindeki mevsimsel, iklimsel ve
ontojenik degisiklikler bile bitkinin ugucu yagini olusturan bilesenlerde dikkate deger

derecede  farkliliklar ortaya c¢ikarmaktadir. Kimyasal bilesimleri, Gaz



Kromotografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) sistemi ile belirlenebilmektedir (49,
50).

Ugucu yaglar genellikle hidrokarbonlar ve oksijenli tiirevlerinden meydana
gelmiglerdir. Bu hidrokarbonlarin ¢ogu terpenoit kdkenlidir. Cok az bir kisminda
aromatik benzen tiirevleri terpenlerle karisim halindedir. Terpenler (CsHs)n genel
formiiliine uyan hidrokarbonlardir ve 2 izopren molekiiliiniin kondensasyonu ile

meydana gelirler (50).

Iki izopren molekiiliinden olusan 10 karbonlu terpenler "Monoterpen" (CoHjo), 3
izopren molekiiliinden olusan 15 karbonlu terpenler "Seskiterpen" (C,sH.,,), 4 izopren
molekiiliinden olusan 20 karbonlu terpenler "Diterpen" (C,Hs,) olarak adlandirilirlar.
25 karbonlular "Sesterterpen” (CysHa) adini alir ve ugucu yaglarin bilesiminde bu
ana yapilara rastlanir. Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevler yaga
0zgl tat ve koku veren bilesiklerdir. Bu oksijenli tlirevler alkol, keton, ester, aldehit,

oksit, eter ve bunlara benzer yapilarda bulunabilirler (49, 50).

1.2.1. Ugucu Yaglarin Simflandirilmasi

1.2.1.1. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

Ucgucu yaglarin ¢cok karmasik bir kimyasal yapiya sahip olduklar1 ve bilesimlerinde
hidrokarbonlar, alkoller, asitler, esterler, aldehitler, ketonlar ve fenoller gibi ¢esitli
bilesikler bulundurduklar: bilinmektedir. S6z konusu kimyasal maddelere gore cesitli
siniflamalar yapilmaktadir.

Ugucu yag bilesikleri baslica 4 grupta toplanmustir;

a) Terpenik maddeler

b) Aromatik maddeler

¢) Diiz zincirli hidrokarbonlar

d) Azot ve kiikiirt tagiyan bilesikler

Bu 4 grup maddeden terpenik ve aromatik olanlar ucucu yaglarin ana bilesiklerini
teskil ederler. Diiz zincirli hidrokarbonlardan kokulu olanlar ve etken maddeyi

olusturanlar ¢ok azdir. Azot ve kiikiirt tagiyan ugucu yaglar ise, bitkilerde bir



heterozitin yapisinda yer almaktadir. Terpenler (CsHg), formiiliine uyan
hidrokarbonlardir. Ugucu yaglarin yapisinda bulunan 2000’den fazla kimyasal
bilesigin %90’1 terpenik maddelerden olusur. Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana
gelen oksijenli tlirevler ugucu yagin kendisine 6zgili kokusunu, tadini ve terapotik
0zelligini verir. Ugucu yaglarda asil onemli olan bilesikler oksitlenmis tiirevlerdir.
Bu nedenle droglar siniflandirilirken ugucu yaglarda bulunan oksijenli bilesikler esas
almir(51,52). Oksijensiz olanlar1 genellikle kolay ucucudurlar ve oldukga diisiik
derecelerde sogutulsalar bile sivi halde kalirlar. Oksijenli tiirevler ise daha az
ucucudurlar ve sogutuldugu zaman bircogu coker. Bu oOzellikleri ile oksijensiz
bilesiklerden az veya cok ayrilabilirler. Ugucu yaglarin sogutulunca ¢oken kismina
‘stearopten’, bu kosullarda sivi kalan kismina ise ‘elaopten’ adi verilir. Etken

maddeler ugucu yaglarin genellikle stearopten kisminda bulunmaktadir(53).

1.2.1.2. Aromatik Ozelliklerine Gore Stmflandirilmasi

Ucucu yaglar koku ve tat 6zelliklerine gore de grublandirilir;
1. Aromatika (¢cok kokulu ve tadi iyi olanlar)
2. Aromatika-aroma (kokulu ve tadi ac1 olanlar)

3. Aromatika-akria (kokulu ve tadi keskin olanlar)

1.2.1.3. Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore Siniflandirilmas:

Ugucu yaglar, farmakolojik etkilerine gore;

1. Uyarici, deriyi kizartan, antiromatizmal

2. Balgam soktiirticii, oksiiriik kesici

3. Idrar soktiiriicii

4. Gaz giderici, safra soktiiriici

5. Solucan diisiiriicii

6. Iltihap azaltict

7. Dezenfektan, antiseptik ve antibiyotik olarak kullanilirlar.

Kendilerine has renk, koku, tat ve goriiniime sahip ugucu yaglarda terpenik
hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri yaninda organik asitler (sinnamik asit,

asetik asit), alkoller (benzil alkol, sinnamik alkol), fenoller (timol, kavikol), ketonlar



(karvon, kafur), aldehitler (benzaldehit, sinnamik aldehit), esterler (benzil benzoat,
bornil asetat), fenol esteri (anetol, safrol) ve diger bilesikler (kumarin vs.)
bulunmaktadir(51,52,54).Ucucu yaglarin birgogu toksik etki gostererek mukozayi
tahrig eder veya sinir sistemini uyustururlar. Ugucu yaglar bitkide biyolojik bir olaya
katilmaz, bitkinin yararsiz metabolizma iirlinlerinin atilmasinda rol oynar. Bazi
arastiricilara gore artik iirlin olarak kabul edilen ugucu yaglar, koruyucu ajanlardir ve
bitkinin yaralanmasi sonucu meydana gelen recinelerin ¢dziinmesini saglarlar.
Ayrica bocekleri kagirma ya da ¢ekme gibi gorevleri de vardir. Ugucu yaglar birden
fazla maddeden olustugundan, ayni ugucu yagin degisik amagclarla kullanilmasi
dogaldir. Gliniimiizde ugucu yaglar yerine, daha ¢ok i¢indeki terpenik veya aromatik

etken maddeler ila¢ olarak kullanilmaktadir(53).

1.2.2. Ugucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Ugucu yag eldesinde 4 temel yontem kullanilir, bunlar; distilasyon, sogukta sikma,

¢oziicli ekstraksiyonu ve sivilagtirilmig gazlarla ekstraksiyon yontemleridir (55).

1.2.2.1. Distilasyon

Biitiin tibbi ucucu yaglar, Limon esans1 ve Ardi¢ katrani harig, distilasyon yoluyla
elde edilirler. Distilasyon ile ugucu yag eldesinde farkli uygulamalar miimkiindiir

(56).

1.2.2.2. Su distilasyonu (Hidrodistilasyon)

Ugucu yag eldesinde bilinen en eski yontemdir. Yas ya da kuru materyalden ugucu
yag suyla distilasyon yoluyla elde edilir. Drog su ile birlikte kaynatilinca olusan
buhar ile siiriiklenen ugucu yag sogutucuda yogunlasip Florentin Kab1 adi verilen
toplama kabinda yogunluguna gore suyun {istiinde veya altinda birikir. Laboratuar
Olcekli ugucu yag miktar tayini i¢in de bu yontem kullanilir. Endiistride ki

uygulamalara giil yagi iiretimi 6rnek verilebilir (57).



1.2.2.3. Buhar distilasyonu

Bu yontemde bitki materyali kaynar suyla degil, su buhari ile temasta birakilir.
Modern ugucu yag distilasyon sistemlerinde drog delikli tava veya sepetlere
yerlestirilir. Bir buhar kazaninda {iretilen ve drog iizerine gonderilen su buhar1 yagi
stiriikleyerek sogutucuya (kondenser) gotiiriir. Sivilasan su-yag karisimi toplama
kabinda yogunluk farkindan dolayi iki tabakaya ayrilir ve ugucu yag bu sekilde elde
edilir. Bu yoOnteme buhar distilasyonu denir. Suyun, distilasyon kazaninin alt
kismindaki ayri bir bélmede kaynatilmasi ve olusan buharlarin delikli 1zgaranin
iistiindeki drog tabakasina gonderilmesi halinde yonteme "Su-Buhar Distilasyonu"
adi wverilir. Bu yontem az gelismis iilkelerde ve kirsal kesimde yapilan
distilasyonlarda kullanilir, buhar distilasyonu kadar verimli degildir. Florentin kab1
yagin sudan ayrilmasini saglayan toplama kabidir. Sudan hafif olan yaglar kabin {ist
kisminda toplanir ve iist kisminda bulunan bir musluktan yag alinir. Sudan agir
olanlar ise dipte toplandiklarindan dipte bulunan bir musluktan tahliye edilir. Ugucu
yagla doymus haldeki su sisteme yeniden gonderilebilir veya tekrar distile edilebilir.
Bu durumda 2. yag ilk yag ile karistirilir ve yagindan arindirilmis su "aromatik su"

olarak degerlendirilir (56).

1.2.2.4. Sogukta Sikma

Narenciye esanslar1 gibi bazi ugucu yaglar distilasyon yontemi ile bozulurlar. Bu
yaglarin elde edilmesi i¢in narenciye kabuklarinin yag iceren hiicreleri patlatilir ve
aciga c¢ikan yag suyla yikayarak kabuktan alinir. Ayrilan Yag-su emiilsiyonunun
santrifiij edilmesiyle narenciye esansi elde edilir. Eskiden kabuklar slinger iginde
sikilir ve siingere gecen yag sikilmak suretiyle elde edilirdi. Narenciye usare ve
ucucu yaglarmin tliretimi i¢in gliniimiizde 2 tip ekstraktdr kullanilmaktadir. FMC In
Line ad1 verilen ekstraktdr de meyvenin alt ve iist kisimlari kesilir. Uzerinde delikleri
olan bir boru meyvenin i¢ine usareyi almak iizere yerlesirken iistten disa dogru inen
bicaklar kabuklar1 dilimleyerek ayirir. Bu esnada salgi ceplerinin parcalanmasiyla
aciga cikan ucucu yag etraftan piiskiirtiilen su ile emiilsiyon yaparak dis kanaldan
siiriiklenir. I¢ borudan alman usare i¢ kanaldan ilerler. Bdylece usarede kabuktan

gelebilecek istenmeyen aci lezzet 6nlenmis olur. Polisitrus ekstraktdrde ise meyveler



helezon seklinde ve rendelerle kapli ekstraktoriin iginde ilerlerken perikarptaki salgi
cepleri patlar ve ugucu yag su ile siiriiklenerek toplanir. Her iki sekilde de elde edilen
ucucu yag-su emiilsiyonu santrifiijler yardimiyla ayrilir. Sadece Misket limonunda
stkma igleminden sonra buhar distilasyonu da uygulanir. Sikma yoluyla elde edilen
Narenciye esanslart sogutulduklarindan kumarin tiirevi maddelerden ibaret bir

cokelti vermektedirler (56).

1.2.2.5. Coziicii Ekstraksiyonu

Drog uygun bir organik ¢oziicii ile (benzen, hekzan, heptan gibi) ekstre edilir.
Organik ¢oziiciiye gegen ucucu yag, sabit yag, renk maddeleri ve mumlar ¢6ziicliniin
alcak basingta ucurulmasi sonucu elde edilirler. Bu bakiyeye konkret adi verilir.
Konkret etanol ile tiiketilirse kokulu maddeler alkole geger. Alkollii ekstreden mum,
yag gibi maddelerin dondurarak ayrilmasi sonucu kalan ve absolii ad1 verilen sivi
kisim parfiimeride kullanilir. Ugucu yag eldesinde kullanilan en pahali yontem
enfleurage (anfloraj) usuliidiir. Bunun i¢in taze drog (6zellikle nadide ciceklerin
petalleri) ince bir kokusuz sabit yag tabakasi iizerine serilir. Bir miiddet temasta
birakilir. Mekanik yolla veya elle toplanan petallerin yerine tazeleri konur ve
petallerdeki ugucu yaglarin sabit yaga ge¢cmesiyle bir siire sonra doyan sabit yag
kazinarak alinir ve etanolle ekstre edilir. Etanoliin algak basingta yogunlagtirilmasi
ile absolii elde edilir. Bu usul halen, nadir de uygulansa, Fransa'da nadide

parfiimlerin hazirlanmasinda kullanilan bir yontemdir (56).

1.2.2.6. Sivilastirilmis Gazlarla Ekstraksiyon

Aslinda genel bir ekstraksiyon yontemidir. CO, gibi sivilagtirilmis gazlar
kullanilarak gergeklestirilir. Saf C0,'in s1v1 ve gaz fazda ayni anda bulunabilecegi en
yiiksek sicaklik ve basing kritik sicaklik ve basingtir. Bu nokta disinda gaz
sikistirtlarak sivilagtirllamaz. CO, 'in kritik noktast 73 kg/ cm basingta ve 31 °C de
dir. CO; inert oldugu ve toksik olmadigi igin tercih edilir. Islem sivilastirilmis gazin
kritik noktasinin civarinda yiiksek basingli ekstraksiyon kabinda sirkiilasyonu ile
gergeklestirilir. Coziicii gaz ekstreden basincin degistirilmesi ile buharlastirilarak

tamamen uzaklastirilir. Geri kazanilan gaz sikigtirilarak tekrar kullanilabilir. Elde
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edilen iirtin diger metotlarla elde edilenlere oranla ¢oziicii artifi tasimadigindan
tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda seg¢ici bir yontemdir (56). Cizelge 1.2° de
tilkemizde yetisen ve ugucu yag caligmast yapilmis Centaurea tiirleri ve ugucu yag

ana bilesenleri verilmistir.

Cizelge 1. 2. Ulkemizde Yetisen Ucucu Yag Calismasi Yapilmis Tiirlerin Ugucu Yag

Ana Bilesenleri

Lit.
Bitki Ana bilesenler

Centaurea pseudoscabiosa |Germacrene D,P-sesquiphelladrene, P- 57

subsp. pseudoscabiosa caryophyllene
Germacrene D, P-caryophyllene,

C. hadimensis ' OPY 57
Bicyclogermacren

) Germacrene D, P-eudesmol, P-

C. mucronifera 58
caryophyllene
Germacrene D, Caryophyllene oxide,

C.chrysantha ' 58
Bicyclogermacren

] Hexadecanoic acid, Caryophyllene oxide,

C. dichroa 59

Spathulenol
. P-eudesmol, Caryophyllene oxide,

C. sessilis 60
Spathulenol
P-eudesmol, Calarene, 6,10,14- trimethyl-

C. armena 60
2-pentadecanone

) Hexadecanoic acid, Phytol, Caryophyllene

C. saligna . 61

oxide
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1.2.3. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Kullanilan

Yontemler

Bitkisel ekstreler ve ugucu yaglar cesitli amaglar icin uzun yillardan beri
kullanilmaktadir (1, 49, 50, 55, 56, 62- 69). Ancak son yillarda farkli 6zelliklerinden
yararlanilarak daha genis amacli kullanimlar1 ve bununla ilgili aragtirmalar biiyiik bir
hizla siirdiiriilmektedir. Uzerinde en ¢ok durulan konu ise antimikrobiyal
ozellikleridir (70). Bu ozelliklerinden yararlanilarak ugucu yaglar, ¢ig ve islenmis
gidalarin  korunmasinda, modern ilaglarda katki maddesi ve dogal tedavilerde
kullanilmaya baslanmistir (62), Bitki ekstreleri ve ugucu yaglarin antimikrobiyal
ozelliklerinin arastirllmasiyla ilgili olarak yayinlanmis c¢ok fazla sayida makale
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda bir ¢esit ugucu yag bir ¢ok patojen
mikroorganizmaya karsi denenirken bazen de bir ¢ok bitki ekstresi ve yag tek bir

mikroorganizma hedef alinarak ¢alisilmistir (62, 71-73).

Bu bilgiler ¢ogu zaman kullanighdir ancak, her calismada yontemsel farkliliklar
bulunmaktadir. Kullanilan antimikrobiyal test metotlar1 birbirlerinden farkliliklar
gostermektedir. Ayrica secilen yaglarin ya da bunlarin elde edildigi bitkilerin gerek
toplandig1 yer bakimindan gerekse ekstraksiyon yontemleri bakimindan farkliliklar
mevcuttur. Bu faktorlerden dolay1 ¢alisma sonuglari arasinda bazi farkliliklar olma

ihtimali yliksektir (62, 70).

19601 yillara dek mikroorganizmalarin ilag, 6zellikle antibiyotik duyarlilik testleri
icin birgok yontem veya bu yoOntemlerin degisik bircok modifikasyonlari
bildirilmistir. Her yontemin iistiinliigi ve kullanim alanlar1 sinirhidir. Sonuglart en
yuksek diizeyde yorumlamak i¢in yontemin tiim oOzellikleri iyi kavranmalidir.
Bakterilerin antibiyotik duyarliligini tayin etmede kullanilan baslica iki temel yontem
vardir. Bu yoOntemler, antibiyotiklerin seri halde diliie edildikten sonra
mikroorganizmalar ile etkilestirildigi "Titrasyon (Diliisyon veya Sulandirma)
Yontemleri" ve besiyerine test edilecek Kkiiltiiriin ekilmesinden sonra besiyeri
ylizeyine test maddesi emdirilmis kagit disk yerlestirmek suretiyle yapilan "Difiizyon

Yontemleri"dir (74).
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Antibiyotiklerin duyarliliklarin1 belirlemede kullanilan testler, ugucu yaglarin
antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde de kullanilabilir. Gegen ylizy1l boyunca
ucucu yaglarin  antimikrobiyal aktivitesini  belirlemede birgok calisma
gergeklestirilmistir. Genelde ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini test etmek
ve degerlendirmek zordur. Ciinkii ugucu olmalar1 yaninda sudaki ¢oziiniirliikklerinin
az olmas1 ve karmagik yapida olmalar1 deneyleri giiglestirmektedir. Yapilan deneyi
ve sonugclari etkileyen en 6nemli faktorler ise; deneyin yapilis teknigi, kullanilan besi

yeri, kullanilan mikroorganizma ile ugucu yagin yapisal 6zellikleridir (71).

Ugucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde aktivite gdsteren
0zel kokulara sahip olmasi gibi 6zellikleri vardir. Ugucu yaglar, organik maddelerin
kompleks bir karisim halinde bulundugu heterojen karisimlardir. Bu son 6zellikleri,
ozellikle kokulu olanlarin biyolojik olarak aktif olabileceklerini ortaya koymaktadir.
Gergekten de, ucucu yaglarin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri bulunmaktadir. En ¢ok
rapor edilen 6zellikleri antimikrobiyal olanlaridir. Bu 6zelliklerin ortaya ¢ikarildig:
testler belli bir standardizasyona bagli degildir ve gelisigiizel her laboratuvarda
yapilabilmektedir. Kullanilan teknikler genel olarak agar difiizyon ve dillisyon

yontemleridir (71).

Diliisyon teknikleri bir mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarliligini tayin etmek
icin gelistirilmigtir. Ancak bitki ekstreleri veya ugucu yaglarinda antimikrobiyal
Ozelliklerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Antimikrobiyal maddenin seri
olarak diliie edilmesi ve {lizerine bakteri kiiltiirliniin inokiile edilmesi esasina
dayanmaktadir. inkiibasyondan sonra test edilen antimikrobiyal maddenin, kullanilan
mikroorganizmaya karsi hangi konsantrasyonda etkili oldugu iiremenin varligina
veya yokluguna gére belirlenmektedir. Uremenin varlig1 ya da yoklugu bulaniklik
tayiniyle yapilmakta ve tiremenin olmadigi en diisik son konsantrasyon degeri,
Minimal Inhibe Edici Konsantrasyon (MIK) degeri olarak tanimlanmaktadir (72, 74-
76). Bu teknik uzun yillardan beri standart deney tiiplerinde gergeklestirilen makro-
broth diliisyon teknigidir. Son yillarda antibiyotikler disindaki, sentetik ya da dogal
antimikrobiyal maddelerin test edilmesinde, bu yontem prensibiyle hareket eden
ancak cok daha az miktarlarda besiyeri ve test maddesine ihtiya¢ duyan bir yontem

kullanilmaya baslanmistir. Kullanilan diger difiizyon tekniklerine gore de c¢ogu
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zaman daha avantajli olan ve oldukca dogru bir bicimde MIK degerini ortaya koyan
mikro tiip diliisyon ya da mikrobroth diliisyon metodudur. Bu metotta, ticari olarak
gelistirilmis, 80, 96 veya daha fazla kuyucuga sahip plaklar kullanilmaktadir. Bu
kuyucuk serilerinde madde diliisyonlar1 hazirlanmakta ve az miktarda kiiltiiriin
ilavesiyle, madde ve mikroorganizma etkilestirilmektedir. Inkiibasyondan sonra
bulaniklik tayiniyle iremenin varlig1 veya yoklugu belirlenmektedir. Bulaniklik tayin
islemi basitge gozlem yapmak ya da 6zel bulaniklik okuyucular1 kullanmak suretiyle
de yapilabilmektedir. Bu yontem en c¢ok antibiyotikler i¢cin kullanilsa da bitki
ekstreleri ve ucucu yaglar icin de kullanilmaktadir. En 6nemli avantaji 10-25 pl
ucucu yag ile deneyin gerceklestirilmesidir. Clinkii u¢ucu yaglarin bol miktarda elde
edilmesi olduk¢a zordur. Bir diger avantaji da aym1 anda bir ¢ok maddenin test

edilmesine imkan saglamasidir (70, 74-78).

Bu yontem kullanilarak ¢esitli maddelerin antimikrobiyal ozellikleri ortaya
konmustur (62, 77, 79), Hammer ve ark.(62) yaptig1 bir calismada 20 bitkiye ait
ucucu yag1 mikrodiliisyon broth yontemini kullanarak test etmis, 16 ugucu yagin %2
lik (v/v) konsantrasyonunda, kullandiklar1 tiim test mikroorganizmalarinin gelisimini
inhibe ettigini diger 4 ucucu yagin ise MiK degerlerinin %8 (v/v) degerinden biiyiik
oldugunu ortaya koymuslardir. Bir diger ¢alismada 22 ucucu yag, 6 adet fungusa
kars1 denenmis, ugucu yaglarin zayif antifungal aktiviteye sahip oldugu ve MIK
degerlerinin 5000 pg/ml den biiylik oldugu ortaya c¢ikarilmistir (79), Mikrodiliisyon
broth yontemi kullanilarak yapilan bir calismada da Combertum molle bitkisinin
ekstresi, Staphylococcus aureus' a karsi denenmis ve MIK degerini 0.56 mg/ml
olarak bulunmustur. Ayrica bu calisma da tetrazolyum tuzlart kullanilarak
mikrotitrasyon petrilerinde sonucu degerlendirmenin daha kolay oldugu ortaya

konmustur (77).

Antimikrobiyal testlerde kullanilan bir diger metot da agar diflizyon metodudur.
Ugucu yaglarin test edilmesinde kolayligindan dolayr en ¢ok bu teknik tercih
edilmektedir. Agar difiizyon teknigi, 1940'larin basindan beri ¢esitli maddelerin
antimikrobiyal Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kalitatif ve yari
kantitatif bilgiler bu metotla ortaya cikarilabilmektedir. Agar difiizyon tekniginde,

icinde test edilecek olan maddenin bulundugu bir cukur sistemiyle, test
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organizmasinin bulundugu uygun bir besiyeri kullanilmaktadir. Besiyerine iizerine,
belirli Olclide agilan c¢ukurlara homojen olarak ¢6ziilmiis ugucu yag koyulur.
Cukurlar besiyeri ile temas halindedir. Bu yontemde bazen besiyeri tizerinde ¢ukur
acmak yerine, ugucu yag emdirilmis kagit disklerde kullanilmaktadir. Sonug¢ olarak
gerek cukurlardan gerekse kagit disklerden 6nceden mikroorganizma ile asilanmis
besi yerine, ugucu yag difiize olmaktadir. Kullanilan maddenin yapisal 6zelligi
difiize olma yiizdesini veya sliresini etkileyebilmekte bu durum da deney
sonuglarinda etkili olabilmektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda kullanilan madde
etkili ise cukurlarin etrafinda belirgin, liremenin olmadigi inhibisyon zonlari
olusmaktadir. Bu yontemde uygulanan yag miktar1 ve kullanilan diskin veya ¢ukurun
capt Onemli parametrelerdir. Ciinkii inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon
zonlarinin ¢aplari bu parametrelerin kontroliindedir. Cukurun agildig1 besiyerinin
kalinhig1 da inhibisyon zonunun ¢apimi etkilemektedir. inhibisyon zonunun olusmasi
icin belirli bir siirenin ge¢cmesi gerekir. Bu siireye "kritik zaman" (T
denilmektedir. Bu zamandan 6nce inhibisyon zonlar1 belirginlesmeyebilir ya da bu
stirenin iizerinde inkiibasyon yapildiginda olusan zonlar kaybolmaya baslamaktadir.
Bunun yaninda kullanilan inokiilumun yogunlugunun da belirli ve sabit olmasi
gerekmektedir. Ciinkii normalde etki gosterecek olan bir madde, yiiksek
mikroorganizma konsantrasyonundan dolay1 etkisiz goriinecek, inhibisyon zonu
olusturmayacaktir veya gercek Olgiilerde olmayacaktir. Bu nedenle inokiilum
konsantrasyonu kritik seviyede tutulmalidir. Eger mikroorganizma yogunlugu olmasi
gereken degerinde ise inkiibasyon siiresinin uzunlugu o kadar da Onemli
olmamaktadir. Olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari bir cetvelle 6l¢iilerek kaydedilir.
Cukurcuklara maddenin artan ya da azalan konsantrasyonlari koyularak olusan
zonlariin ¢aplarinin da dogru orantili olarak artmasi ya da azalmasi beklenir. Ancak
agar diflizyon yontemiyle elde edilen zon caplar1 degerleri ve buna karsilik gelen
madde konsantrasyonlar ile gercek MIK degerleri arasinda kesinlikle bir paralellik
oldugu ancak elde edilen zon c¢aplarinin MIK degerleriyle gereken uyumu

gostermedigi bildirilmistir (70, 71, 73, 74, 76).
Yapilan bir ¢calismada Peucedanum cervaira (L.) bitkisinin koklerinden izole edilen

Falcarindiol ve Juglon maddeleri, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum ve

Fusarium avenaceum mikrofunguslarina karsti kagit disk diflizyon yontemi
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kullanilarak denenmistir. 9mm'lik kagit disklere 20pl maddenin ¢d6zeltisinden
emdirilerek, tizerinde 104 cfu/ml spor soliisyonu bulunan besiyerine yerlestirilmistir.
Disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1 6lgiilmiis ve kagit diskteki madde
miktart MIK degeri olarak verilmistir. Aym zamanda mikrodiliisyon broth metodu da
denenmis ve iki yontem sonuglarmin hemen hemen birbirine benzedigi rapor

edilmistir (76).

Yapilan bir diger calismada cesitli ticari bitkisel ekstrelerin, bir grup bakteri ve
fungusa karsi disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri
aragtirilmistir. Deneyin sonucunda 7 mm den 31 mm ye kadar degisen inhibisyon
zonlar1 kaydedilmis, simiiltane olarak denenen standart antibiyotik ve antifungal
maddelerden kimi zaman daha yiiksek inhibisyon zonlarinm meydana geldigi
bulunmustur. Arastirma sonucunda genel olarak maddelerin daha ¢ok antibakteriyel

etkiye sahip olduklar1 ortaya konmustur (80).

Secilen 35 Tirk tibbi bitkisinden 76 ekstrenin elde edildigi bir ¢alismada, bu
ekstreler Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, E. coli,
Clostridium perfringens ve Candida albicans'a kars1 agar difiizyon yoOntemiyle
denenmistir. 1 ile 11 mm arasinda inhibisyon ¢aplar1 dl¢lilmiis ve en giiclii aktivite
Perganum harmala ve Hypericum scabrum bitkilerinin ekstrelerinde gozlenmistir
(81). Mehrabian ve ark. (82) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Rubia tinctorum,
Carthamus tinctorius ve Juglans regia bitkilerinin sulu, metanolik ve kloroformik
ekstrelerinin, havayla tasinan bazi bakteri ve funguslara kars1 antimikrobiyal etkileri
agar difiizyon yoluyla belirlenmeye ¢alisilmistir. Saboraud Dextrose Agar plaklari
tizerinde 6.4 mm ¢apinda ¢ukurcuklar agilarak iclerine 200'er pl ekstre koyulmustur.
Calisma sonucunda Ozellikle Carthamus tinctorius bitkisinin sulu ekstresinin tiim
mikroorganizmalara karsi, (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Fusarium solani,
Alternaria alternata) etki gosterdigi ve 25-40 mm arasinda degisen inhibisyon
zonlar1 olusturdugu bildirilmistir. Diger bitki ekstrelerinin de orta derecede

antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 kaydedilmistir.

Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde son zamanlarda sikca

kullanilmaya baslanan diger bir yontem de biyootografidir. Biyootografi yontemi
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bitki ekstrelerinin veya saf maddelerin hem bitki hem de insan patojenlerine karsi
denenmesinde oldukca kolay ve dogru sonuglar veren bir yontemdir. Bu yontemde
ucucu yagin antibakteriyel Ozellikleri yaninda asil olarak ugucu yagi olusturan
organik bilesenlerden hangisinin aktiviteden sorumlu oldugu ortaya koyulmaktadir.
Bu yontem agar diflizyon tekniginin prensiplerine dayanmaktadir. Ancak test
edilecek maddenin uygulanist ve sonuclarin degerlendirilmesi bakimindan
farkliliklar gostermektedir. En biiyiik farklilik yontemde ince tabaka kromatografisi
(ITK) teknigi kullanilmakta, ugucu yag ITK plaklarina uygulandiktan sonra test
mikroorganizmalariyla etkilestirilmektedir. ITK teknigi yardimiyla ucucu yagdaki
bilesenler kabaca ayrilarak, aktiviteden sorumlu bilesen ortaya c¢ikarilmaktadir.
Yéntemde test maddesi iki ITK plagma birden uygulanmakta ve plaklardan biri
referans plak olarak kabul edilmektedir. Digeri deneyde mikroorganizmalarin
uygulandig1 plaktir. Referans plak reaktiflerle renkli hale getirilerek ya da 254 veya
366 nm UV 15181 altinda incelenerek fraksiyonlar isaretlenmektedir. Deneyde
kullanilan plagin inkiibasyonundan sonra, hangi maddenin {izerinde inhibisyon zonu
oldugu belirlenerek o maddenin R/ degeri hesaplanmaktadir. R/ degeri (Retention
Factor, Tutunma Faktorii), maddenin plak {izerinde yiiriidiigli mesafenin, ¢6ziliciiniin
yiiriidiigii mesafeye oran1 hesaplanarak bulunmaktadir. Referans olarak saklanan ITK
plagindaki maddeler ile inhibisyon zonlarinin olustugu maddelerin R/ degerleri
karsilagtirilarak zonu olusturan madde isaretlenmekte ve bu asamadan sonra zonu
olusturan madde cesitli yontemlerle referans plaktan izole edilerek tayin yoluna
gidilmektedir. Aslinda biyootografi yontemi antibiyotikler gibi antimikrobiyal
aktivitesi yiiksek olan bilesikleri ortaya ¢ikarmak i¢in uygundur. Bitki ekstreleri veya
benzeri organik bilesikler i¢inden de en aktif olan bilesenleri ortaya ¢gikarmaktadir.
Bu giine kadar ii¢ biyootografik metot bildirilmistir. Bunlar; mikroorganizmanin
dogrudan ITK plag: iizerinde gelistirildigi direk biyootografi yontemi (a), ITK
plaginda yiiriitilen maddenin plaktan izole edilerek mikroorganizma ile inokiile
edilmis bir besiyerine aktarilmasiyla gerceklestirilen kontak biyootografi yontemi (b)
ve son olarak da belirli bir mikroorganizma ile inokiile edilmis besiyerinin ITK
plagimin iizerine dokiilmesiyle gergeklestirilen immersiyon biyootografi ya da "Agar-
overlay biyootografi"(c) yontemleridir. Bu son yontem direk biyootografi ile kontak
biyootografinin birlestirilmesinden olusmaktadir. Direk biyootografi daha c¢ok

bakteriler ve spor iireten funguslar i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem oldukca
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duyarlidir ve deney sonunda olduk¢a net inhibisyon zonlar1 gézlenebilmektedir.
Ancak bu ydntemin dezavantaji da ITK plag iizerinde mikroorganizmalarin gelisme
zorlugudur. Kontak biyootografi yénteminde bu sorun yoktur ancak ITK plagindan
maddenin izolasyonu ve transferi bazi problemler dogurmaktadir. Alinan madde
miktar1 veya ITK da birbirine ¢ok yakin gelmis maddeler birlikte alindig1 icin
sonuglarin duyarliligi ve dogrulugu tartigmali hale gelmektedir. Olmas: gerekenden
daha biiyiik inhibisyon zonlar1 olusmakta, bu da aktif bilesenler arasindaki ayrimin
tam olarak yapilamamasina neden olmaktadir. Her iki ydntemin karisimi olan
immersiyon biyootografi tekniginin ise daha ¢ok mayalar ve bakteriler igin
kullamildig1 bildirilmistir. Belirli miktarda besiyerinin ITK plagmm iizerine
dokiilmesiyle aktif bilesenler yerinde test edilmekte ve yeteri kadar besi yeri
kullanildig1 i¢in herhangi bir iireme problemi olmamaktadir. Aktif bilesenlerin farkl
difiize olma katsayilar1 bu teknigin problemidir. Buna ¢dziim olarak ITK plag
tizerine dokiilen besiyerindeki agar miktar1 azaltilarak yumusak bir besi ortami elde
edilmekte bu sayede plak iizerindeki bilesenlerin inokiile edilmis agar icine
difiizyonlar1 kolaylastirilmaktadir. Bu ii¢ yontemden hangisi kullanilirsa kullanilsin,
inkiibasyondan sonra olusmasi beklenen inhibisyon zonlarinin belirlenmesi ya da
gozle goriiliir bir hal almasini saglamak i¢in genel olarak tetrazolyum tuzlarn
kullanilmaktadir. Bu reaktif maddeler mikroorganizmalarin mor bir renk almasini
saglayarak, mor bir arka planda renksiz inhibisyon zonlarinin olusmasini

saglamaktadir (70-72, 83-88).

Rahalison ve ark. (84) Swartzia madagascariensis (Leguminosae) bitkisinin
ekstrelerini biyootografi yontemiyle Candida albicans'a kars1 degerlendirmisler ve
deneyin sonucunda ITK plag iizerinde R/ 0.5 ve 0.82 degerlerinde iki ayrn
inhibisyon zonu goézlemislerdir. Reaktif madde uygulanan referans plakta gézlenen
maddelerin, zonu olusturanlarla birebir ayn1 konumda olduklar1 gosterilmis ancak
zonu olusturan maddelerin tayini yapilmamistir. Ayrica bu ekstrenin mikrobroth
diliisyon yoluyla C. albicans' a kars1 giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi de

bildirilmistir.

Biyootografi yontemiyle yapilan bir diger ¢alismada, Combertum erythrophyllum
(Combretaceae) bitkisinin farkli ¢oziiciilerle elde edilmis ekstreleri, Staphylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa 'ya karsi
denenmis ve S. aureus'a. kars1 giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Biyogram plaginda 14 ayr1 aktif fraksiyon oldugu, ve bu fraksiyonlarin
tizerinde net gozlenebilen zonlarin olustugu bildirilmistir. Ancak bu fraksiyonlarin

hangi maddeler oldugu aydinlatilmamaistir (86).

Nostro ve ark. (87) tarafindan Staphylococcus aureus kullanarak, Helichrysum
italicum, Hieracinm pilosella, Lonicera caprifolium, Nepeta cataria, Phytolacca
dodecandra ve Plantago lanceolata bitkilerinin g¢esitli organlarindan hazirlanan
ekstreler biyootografi teknigi ile denenmis ve N. cataria, H. italicum, P. dodecandra
ekstrelerinin ¢ok net gozlenebilen zonlar olusturduklari bildirilmistir. Tiirkiye'de
yapilan bir calismada da farkl iilkelere ait Mentha piperita L. (nane) ugucu yaglari
Candida albicans' a kars1 biyootografi yontemi kullanilarak denenmis ve inhibisyon
zonlar1 gozlenmistir. Bu zonlar1 olusturan maddeler izole edilmis ve GC/MS analizi
ile tayin edilmistir. Sonug olarak nane ugucu yaginin C. albicans' a kars1 gostermis

oldugu antimikrobiyal etkinin mentolden ileri geldigi bildirilmistir (89).

Ugucu maddelerin 6zellikle de bitkisel ugucu yaglarin buhar fazindaki antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesinde ¢esitli yontemler mevcuttur. En kullanisli yontem mikro-
atmosfer metodudur. Bu yontemin genellikle filamentli funguslar i¢in daha uygun
oldugu bildirilmistir. Yontemde, besiyeri igeren 120 mm ebatli petri kaplar
kullanilmaktadir. Steril distile suda hazirlanan fungal sporlar, son konsantrasyonu
104 spor/spot olacak sekilde besiyerinin merkezine spotlar halinde inokiile edilir.
Petri kabmnin capr ebadinda filtre kagidina test edilecek yag, saf olarak degisik
miktarlarda emdirilir. Kontrol olarak kullanmak amaciyla plaklardan birine yalnizca
mikroorganizma inokiile edilir, test maddesi uygulanmaz. Ucucu yagin farkl
miktarlarini denemek i¢in ayri1 ayri petri kaplar1 kullanilmaktadir. Hazirlanan filtre
kagid1 petrinin kapagina yerlestirilerek, petri kab1 kapatilir ve ters sekilde de 2 ve 12
giin silireyle inkiibe edilir. Bu 12 giinliik siire boyunca plaklar kontrol edilerek
inokiile edilen mikroorganizmanin gelisme durumu kontrol edilmektedir. Bu yontem
ile havadaki fungal ya da bakteriyel yiikiin yok edilmesi veya zararsiz hale
getirilmesinde ugucu yaglarin kullanilabilirligi arastirilmaktadir. Bu sayede insanlara

zarar vermeden kiitiiphane, miize, hastane, sinema vb. mekanlarin atmosferini
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mikrobiyal floraya karsi ugucu yaglarla koruma sansinin olabilecegi bildirilmistir.
(79), Bu yontemin baz1 modifikasyonlar1 mevcuttur. Bazi arastiricilar saf ugucu yagi
filtre kagidina emdirmek yerine, petri kabinin kapak kismina direk olarak koymak
yoluyla inhibisyonu gozlemislerdir. Ugucu yagin kaybii engellemek igin petri
kabinin ¢evresi parafilm ile kaplanmakta ve yine ters bicimde inkiibasyona
birakilmaktadir. 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda petri kab1 acilarak ugucu yagin
buhar1 salinmakta ve bir 3 giin daha inkiibasyona birakilmaktadir. Bu ikinci kez
yapilan inkiibasyon ugucu yagin antimikrobiyal etkisinin bakterisidal 6zellikte olup
olmadiginin belirlenmesini saglamaktadir. Eger ugucu yag buhar1 yalnizca
mikroorganizmanin gelisimini inhibe etmigsse bu siire sonunda plaktaki
mikroorganizmalarin gelisecegi bildirilmistir (90). Baz1 arastiricilar, ugucu yaglari
degisik caplarda filtre kagitlarina emdirip, farkli miktarlarda uygulayarak, ugucu
yagin degil de buhar basincinin bir etkisi olup olmadigini arastirmiglardir. Bu amacla
ucucu saf maddeler denenmis ve sonug olarak buhar basincinin ugucu yagin buhar

faz aktivitesini desteklemedigi ortaya konmustur (71).

Mikro-atmosfer yontemi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, 37 bitkiye ait ugucu yag,
miize ve kiitiiphane havasindan izole edilen funguslara kars1 denenmis, Cymbopogon
martinii ve C. nardus bitkilerine ait ugucu yaglarin buhar fazlarmin Aspergillus
amstelodami, A. niger, Chaetomium globosum, Paecilomyces variotii, Stachybotrys
atra ve Myrotechium verrucaria'ya karsi giigli fungistatik aktivite gosterdigi
bildirilmis ve bu iki bitkiye ait ugucu yaglarin kapali mekanlarin korunmasinda

kullanilabilecegi rapor edilmistir (79).

Basim ve ark. (90) Thymbra spicata L. var. spicata bitkisinin ugucu yagini,
ekonomik bakimdan 6nemli bitki patojenleri olan Erwinia amylovora, E. caratovora
pv. caratovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganerisis, Pseudomonas
syringae pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria bakterilerine karsi denemis ve sirasiyla 59, 569, 91, 684, 98 ve 41mg/ml
lik konsantrasyonlart minimum bakterisidal konsantrasyonlar (MBK) olarak

bildirmislerdir.
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1.3. Literatiir Ozeti

Barrero ve arkadaslari, 6 Centaurea tiirtinden elde ettikleri snisin ve salonitenolit ile
farkli kaynaklardan elde ettikleri kostunolit, dehidrokostuslakton, liknofolit ve
eremantolit gibi farkli yapilara sahip seskiterpen laktonlarin antifungal etkilerini
Cunninghamella echinulata’ya karsi incelemislerdir. Farkli yapiya ragmen benzer
polariteye sahip kostunolit ve dehidrokostuslakton C.echinulata’ ya karsi dikkate
deger bir antifungal etki gostermektedir. Sonugclar, seskiterpen laktonlarin antifungal

etkileri ile polariteleri arasinda ters oranti hipotezini dogrulamaktadir (91).

Negrette ve arkadaslar1 C.chilensis lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, bitkinin toprak
iistli kisimlarindan izole ettikleri iki seskiterpen lakton bilesiginin (dehidrokostus ve
8a-hidroksi-dehidrokostus lakton), antimikrobiyal etkilerini agar difiizyon yontemi
ile incelemistir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans ve Aspergillus niger suslarinin kullanildigi deneyde alinan sonuglar bu

bilesiklerin Gram (+) bakterilere karsi etkili olduklarini1 gostermektedir(92).

Ayni arastirmacilar, C.floccosa bitkisinin toprak {istii kisimlarinin kloroformlu
ekstresi, etil asetatli ekstresinin I-B, II-B ve III-B fraksiyonlar1 ve bu ekstrelerden
izole ettikleri hispidulin, eriyodiktiyol, taksifolin, kemferol, kersetin ve krizoeriol
gibi flavonoitlerin antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Test maddelerinin
antimikrobiyal etkileri agar difuzyon yontemi kullanilarak S.aureus, S.epidermidis,
M.flavus, B.subtilis, E.coli, P.aeruginosa, C.albicans ve A.niger suslarina karsi
incelenmistir. Alinan sonuglar taksifolin ve etil asetatli ekstrenin III-B fraksiyonu
disindaki diger maddelerin Gram (+) bakterilere karsi etkili oldugunu gostermektedir

(93).

Giirkan ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ise, C.hermanii bitkisinin petrol
eteri, kloroform ve etanollii ekstrelerinin antibakteriyel etkisi referans madde olarak
ceftazidim, antifungal etkileri ise mikonazol kullanilarak incelenmistir. Ekstrelerin
antifungal etkileri Candida albicans, C.tropicalis, C.pseudotropicalis, C.glabrata,
C.krusei, C.guillermondii ve antibakteriyel etkileri Staphylococcus epidermis,
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S.aureus 29213, S.aureus 25923, S.pyogenes, L.monocytogenes, C.diphteriae’ye
karst incelenmistir. Bu ¢alismada bakteriler agisindan C.hermanii’nin petrol eteri
ekstresinin S.aureus 25923°e¢ karsi, kloroformlu ekstresinin S.aureus 29213 ve
25923’e¢ kars1 aktivite gosterdigi, kloroformlu ekstresinin C.albicans ve
C.glabrata’da oldukga yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu ve petrol eteri ekstresinin
C.glabrata’ya kars1 hafif bir inhibisyon gosterdigi goriilmiistiir(94).

Siir-Altiner ve arkadaslart C.hermannii bitkisinin toprak alti ve toprak stii
kisimlarindan hazirlanan petrol eteri, kloroform ve etanol ekstrelerinin antibakteriyel
ve antifungal etkilerini disk difiizyon yontemiyle incelemistir. Bitkinin kloroform
ekstresinin incelenen 6 mayadan Candida albicans ve C.glabrata tizerinde dikkat

cekici etkileri saptanmistir(95).

Barrero ve arkadaslar1 Centaurea tiirlerinin halk arasindaki kullanimlarindan yola
cikarak Giiney Ispanya’da yetisen C.malacitana, C.melitensis, C.aspera subsp.
aspera, C.aspera subsp. scorpiurifolia, C.aspera subsp. stenophylla tiirlerinden izole
ettikleri snisin, onopordopikrin, tulipalin B, monoasetil snisin, salonitenolit,
stenofillolit ve elemanolit yapisindaki 3 seskiterpen laktonu antimikrobiyal etkileri
yoniinden incelemislerdir. Ketokonazol ve gentamisin’in referans olarak kullanildigi
ve 9 ayrn mikroogranizmaya karsi yapilan deneylerde alinan sonuglar, snisin
disindaki bilesiklerin belirgin bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadiklarini
gostermektedir (96).

Vajs ve arkadaslart 1999 yilinda, C.nicolai iizerinde yaptiklari bir arastirmada,
bitkinin toprak istii kisimlarindan izole etikleri salograviolid A, 9-O-asetil
salograviolid A ve 3-O-deasetil-9-O-asetil salograviolid A’nin antifungal etkilerini
incelemistir. Laktonlarin antifungal aktivitesi modifiye edilmis agar diflizyon testi
kullanilarak ~ Aspergillus  niger, A.ochraceus, Penicillium  ochrochloron,
Cladosporium cladasporides, Fusarium tricinctum, Trichoderma viride ve
Phomopsis helianthi’ ye karsi incelenmistir. Her ti¢ bilesik de T.viride disindaki
biitiin funguslara kars1 etki gostermektedir. En yiiksek etkiyi 9-O-asetil salograviolid
A’nin gosterdigi bulunmustur (97).
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C.sonchifolia toprak iistii kisimlarindan izole edilen onopordopikrin’in antibakteriyel
etkisi disk diflizyon yontemi ile incelenmistir. Bu arastirma sonuglari,
onpordopikrin’in Staphylococcus aureus’ a karsi etkili oldugunu gostermektedir(98).
Oksiiz ve arkadaslari, C.virgata, C.kilea, C.inermis tiirlerinden izole ettikleri
flavonoitlerin antibakteriyel etkilerini incelemistir. 6-Metoksiapigenin, apigenin, 6-
metoksiluteolin-4, 7-dimetileter, 6-metoksiluteolin-3’- metileter, 6-metoksiluteolin-
3°, 4, 7-trimetileter’in antibakteriyel etkileri, disk difuzyon yontemi kullanilarak,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli’ ye karsi incelenmistir. Sonuglar bu bilesiklerin
hi¢birinin Staphylococcus aureus ve S.epidermidis’ ¢ kars1 etkili olmadigini, bunun
yani1 sira apigenin’in diger mikroorganizmalara karsi diisiik dozlarda yiiksek

aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (99).

C. solstitialis ve C. depressa tiirlerina ait ekstre ve fraksiyonlarin antibakteriyel
etkileri Gram(+) (Bacillus subtilis) ve Gram(-) (Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa) bakteriler iizerinde ve antifungal etkileri Candida
tropicalis suslar1 kullanilarak mikrodiliisyon metodu ile tespit edilmistir. Her iki tiire
ait ana ckstre ve fraksiyonlar E. coli’ye kars1 kontrole yakin bir etki gostermektedir.
Tiirlerin kloroformlu fraksiyonlar1 ve toprak alti kisimlarinin etanollii ekstreleri
Pseudomonas’a kars1 dikkate deger etkiye sahiptir. Her iki tiir antifungal etkiye sahip
degildir (100).

C.aladagensis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin Escherichia coli NRRL B-
3008, Enterobacter aerogenes NRRL B-3567, Salmonella typhimurium NRRL B-
13311, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228, Candida albicans, S. aureus ATCC

6538 tiirleri lizerinde antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmistir (101).

Bagka bir ¢alismada ise C. sessilis and C. Armena dan elde edilen ugucu yaglar
Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia
pseudotuberculosisATCC 911, Serratia marcescens ATCC 13880, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Candida albicans ATCC 60193, Candida tropicalis ATCC13803 suslar

tizerinde antimikrobiyal etkileri denenmis bunlardan Y. pseudotuberculosis, E.
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Faecalis, S. Aureus ve B. subtilis tizerinde bu bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin

antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir (60).

Bu ¢alismada, Tiirkiye florasinda 6nemli bir yeri olan Centaurea L. cinsine ait C.
kurdica, C. antiochia var. antiochia, C. albonitens olmak {izere {i¢ bitki drneginin
ugucu yaglarinin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli patojen mikroorganizmalarina karsi
antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bir¢ok diinya iilkesinin
florasinda oldugu gibi iilkemizde de mevcut olan sifali bitkilerin bilimsel
calismalarla antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi dogrultusunda C. kurdica, C.
antiochia var. antiochia, C. albonitens tiirlerinin toprak istii kisimlarindan
hidrodistilasyon ~ yontemi  ile  hazirlanan  ugucu  yaglarinin  belirtilen
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Ulkemizde belirli
sayida bulunan bu tiir caligmalara bir katkida bulunmak, daha sonra calisilacak
farmakolojik calismalara 151k tutmak ve bitkilerin halk arasinda bilingli bir sekilde

kullanilmasini saglamak bu ¢aligmadaki diger amaglar1 olusturmaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismaya Konu Olan Bitki Tiirleri

2.1.1.1. Centaurea kurdica Reichardt

iki yillik. Govde dik, basit yada birkag basit dallanmig 50-130 cm. Yapraklar sert,
tomentos, parcalanmamis, 15-17 x 9-12 cm, taban yapraklar oblong-ovat tabanda
cordat, alt yapraklar oblong. Kapitula 4-15 in a raceme; globoz, 35-40 x 30-40 mm;
fillariler imbrikat, tiiysiiz, dik; dis fillariler ovat, 4—6 x 2.5-3 mm, apendey¢ 2-2.5 x
2 mm,; orta fillariler ovat, 9-11 x 3-4.5 mm., apendey¢ 2-2.5 x 1-2 mm; i¢ fillariler
orbicular, 15-18 x 14-16 mm., apendey¢ 1-1.5 x 0.5—1.5 mm saman rengi; fillarilerin
tabanini1 tamamen Orter, dekurrent degil, margine entire, 8-15 mm dikenle sonlanir.
Cicekcik pembe, radiant degil; korolla tiipii tiiysiiz, 10-15 mm, loblar 5-6 mm, linear;
filamentler 4-5 mm, puberulent; anterler 6-8 x 0.5—1 mm; sitilus 12-15 mm, sitilus
sap1 10-12 mm, sitilus dallanmasi 1.5-2 mm, tabanda tiiylii. Akenler ovat, 7-9 x 4-5
mm, beyazimsi, tliysiiz; pappus iki serili, i¢ seridekiler 1-1.5 mm, dis seridekiler 8-
12 mm, skabroz, beyaz. C.kurdica ornekleri Mus-Haskdy karayolu 30. km’den
topland1 (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Centaurea kurdica Reichardt

25



2.1.1.2. Centaurea albonitens Turrill.

Cok yillik. Govde dik, 20-35 cm., basit tliysiiz ve bariz fildisi beyazi. Yapraklar ¢ok
sert belirgin damarli; taban ve alt yapraklar petiollii, orbikulardan ovala yada
lanceolat, orta ve iist yapraklar lanceolat, dekurrent, 8-20 x 7-18 cm. Kapitula tek;
ovoid, 25-40 x 22-38 mm; fillariler imbrikat, tiiysiiz; dis fillariler ovat, 4-6 x 2-3
mm, apendey¢ 2-2.5 x 2 cm; orta fillariler ovat, 9-10 x 4-4.5 mm, apendey¢ 2-2.5 x
1.5-2.5 cm; i¢ fillariler triangular, 7-8 x 4-5 mm, apendey¢ 1-1.5 x 0.5-1.5 cm;
apendeyg triangular ¢ogunlukla alt bolgede rectangular, fillarilerin tabanini1 tamamen
ortmez, kahverengi, 4-6 siliali, silialar 4-7 mm . Cicekcik sar1, radiant degil; korolla
tiipii tliysiiz, 13-18 mm, loblar 4-5 mm; filamentler 4-5 mm, puberulent; anterler 7-9
x 0.5—1 mm; sitilus 12.5-14 mm, sitilus sapt 11-12 mm, sitilus dallanmas1 1.5-2 mm,
tabanda tliylii. Akenler oblong, 5-8 x 4-6 mm, beyazimsi, tiiysiiz; pappus iki serili, i¢
seridekiler 5-7 mm, dis seridekiler 10-14 mm, skabroz, kahverengimsi. Centaurea
albonitens ornekleri Van-Ozalp karayolu Ozalp’e 40 km kala bozkir alanindan
toplanmistir (Sekil 2.2.)

Sekil 2.2. Centaurea albonitens Turrill.
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2.1.1.3. Centaurea antiochia var antiochia Boiss.

Cok yillik. Govde dik, 30-100cm, biraz uzun dalli hirsute (bilhassa asagida) veya
seyrek olarak tomentose’den subglabrous’a kadar. Yapraklar yaygin kisa tiiyli,
glabrescent, alti aralikli pinnatifid veya pinnatisect ¢cok sayida lanceolate lateral
segmentli, diiz kenarlidan dentate’ye kadar veya pinnatilobate, u¢c segmentler bazen
biraz biiyiik, orta yapraklar pinnatifid’den lyrate’ye kadar. Involukrum 20-27(16-)
18-25 mm, subglose’den ovoid’e kadar. Uzantilar kisa, kahverengi, 5-13 silin (2-5 (-
7)mm) her biri yan tarafta, tedricen u¢ dikenle daralir, 5-25mm papus 5-9(-12)mm.
Ciceklenme zamam 5-6. aydir. Maki, Pinus brutia ormanlari, kayalik yamaglarda,
150-500(-1000)m’de yayilis gosterir. Uzantilar (diken dahil) (10-) 15-25mm(65).
Centaurea antiochia var antiochia Boiss. ornekleri Hatay Amanos Daglarindan

toplanmustir.

.
»

Sekil 2.3. Centaurea antiochia var antiochia Boiss.

2.1.2. Kullamilan Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde insan, hayvan ve
gidalarda patojen olan mikroorganizmalar secilmistir. Caligmada, Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuarlarindan

temin edilen Staphylococcus aureus NRRL-B 767, Bacillus subtilis NRS-744,
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Micrococcus luteus NRRL-B-4375, Enterococcus faecalis ATCC-29212,
Escherichia coli ATCC 25922 olmak ftizere 5 adet standart bakteri suslari

kullanilmistir.

2.1.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus; pigmentli, fakiiltatif anaerop c¢ogunlukla aerop {ireyen,
koagiilaz ve hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz’ dan asit
yapabilen, % 10 NaCl’ de iireyebilen, alfa toksin yapan, Novobiocin’ e duyarli,
sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. Lizozim etkisiyle erimez. Insan ve sicak kanli
hayvanlarda gida zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonlar1 yapabilen bir

stafilokoktur. Dogada her yerde yaygin olarak bulunur.

Stafilokoklar basit besiyerlerinde iireseler de kanli besiyerinde daha iyi cogalir ve
kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana getirir. 37 °C de ve pH 7,4 de iyi trer.
Jeloz besiyerinde iirer ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli, S tipinde ve
1-2 mm ¢apinda koloniler yapar. Staphylococcus aureus altin sarisi renginde pigment
olusturur. Isiya ve kuruluga dayaniklidir. Antibiyotik maddelere karsi diger
bakterilere gore daha dayanikli olduklar1 gibi Stafilokoklar hizla kemoterapdtiklere
diren¢ kazanarak onlardan etkilenmeyen kokenler haline dontisiirler. Betalaktamlara
kars1 direng bunlar1 parcalayan betalaktamaz fermenti yapmalar ile olusur. fermenti

yapmalari ile olusur (102).

2.1.2.2. Bacillus subtilis

Sporlar1 dogada ¢ok yaygin olup, toz, toprak, giibre, bitki ve hayvanlar ile siit ve
sularda bulunan bu bakteri, yaklasik olarak 0.5-0.8 um eninde, 1.5-3 pum boyunda,
aerob, sporlu, Gram pozitif basillerdir. Bakteri aslinda saprofit olmakla beraber
dogrudan dogruya doku ve oOzellikle goz igine girmesi sonucunda panoftalmi,
iridosiklit gibi g6z yangilari meydana getirebilir. Ekmegin yumusayarak bozulmasina
neden olur (103). Insan ve hayvanlarda besin zehirlenmelerine yol acan firsatgi
patojenlerdir. B. subtilis, insanda bakteriyemi, septisemi, endokardit, solunum yolu

infeksiyonlar1 ve besin zehirlenmelerine neden olur (104).
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2.1.2.3. Micrococcus luteus

Gram pozitiftirler, stafilokoklardan bazi genetik ve biyokimyasal Ozellikleriyle
ayrilirlar. Tetrad veya diizensiz kiimeli koklar halinde goriiliirler. Sari1, yesilimsi veya
turuncu renkli koloniler olusturabilirler. Dogada her yerde bulunabildigi i¢in firsatci
patojen olarak izole edilir. Mikrokoklar gidalarda da siklikla rastlanan istenmeyen
mikroorganizmalardir. Gidalarda Staphylococcus tiirleri ile birlikte aranir ya da

sayilir. (105)

2.1.2.4. Escherichia coli

Yaklagik olarak 2-6 pm boyunda, 1- 1.5 pm eninde, diiz, uglar1 yuvarlak basil
seklinde bakterilerdir. Peritris kirpikleri ile hareketlidir, fakat hareketleri yavastir.
Hareketsiz suslar da vardir. Bazi suslar1 kapsiilliidiir. Bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanir ve gram negatiftir (104). E. coli, dogumdan birka¢ saat veya birka¢ giin
icinde, sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal yoluna yerlesir. Bagirsaklarin normal
flora tliyesi olan E. coli, bagirsaklarin patojen mikroorganizmalar tarafindan
kolonizasyonunu 6nlemeye c¢alisir. E. coli ayni zamanda insan igin 6nemli bir firsatg1
patojendir ve ¢ogu bakteriyel infeksiyonun sorumlusudur. Bagirsaklarda diyare
olusturan suslar1 disinda, kommensal olarak yasarlar. Ancak viicutta baska bir
organa, dokuya gegtiklerinde infeksiyona neden olurlar (104). E. coli’nin bir¢ok susu
ince barsaklara yerleserek agir sivi kayiplariyla seyreden diyareye neden olurlar.
Diger bazi suslart kalin bagirsaga yerleserek dizanteriye neden olurlar. Bazi
suslariin iirettigi Shiga toksini kana gecerek hemolitik {iremik sendroma neden olur
ve kirmizi kan hiicreleri ve bobreklerde hasara yol agar (106). Bagirsak disindaki E.
coli infeksiyonlari, tiriner yol infeksiyonlari, solunum yolu infeksiyonlari, menenjit
(6zellikle yenidoganda) ve bakteriyemi’dir. Ayni1 zamanda septik artrit, endoftalmit,
karaciger absesi, endokardit, osteomiyelit, prostatit, sinusit, tromboflebit ve diger

infeksiyonlar da goriilebilir (104).
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2.1.2.5. Enterococcus faecalis

Gram pozitif, tekli yada ¢iftli zincirli koklardir. Aerob olup, hiicreye ekstraslliiler
yerlesirler. Kanli agarda gri-beyaz, degisken koloniler seklinde iirerler genelde
hareketsizdirler. Ekzotoksinleri yoktur. Antibiyotiklere karsi rezistan Ozellikleri
bilinen Entrekoklarini kalp kapaklarina ve iiriner sistemdeki epitel hiicrelerine
yapigma kabiliyetleri vardir. Viriilans mekanizmalari heniiz aydmlatilamamistir. Ust
(piyeloneftit) ve alt (sistit) idrar yolu infeksiyonlarma neden olur. Idrar yolu
infeksiyonlari, intraabdominal infeksiyonlar ve hemodializ sirasinda veya iv yoldan
kateter uygulamalar1 sonucu hastane infeksiyonlarindan sonra goriiliir. Kronik
hastaliklar veya diabet gibi hastaliklar bakteriyemi i¢in predispozisyon olusturur.
Genellikle fataldir. Bakteriyemi sonrasinda goriiliir. Enterokoklar sadece anormal
veya prostetik kalp kapaklarini infekte eder. Tedavi edilmezse fatal sonuglanir.
Gastrointestinal sistemdeki normal florada bulunur. Kan dolasimina karisarak
infeksiyonlara neden olur. Genellikle hastanelerde ekzojen olarak kazanilir

(nozokomiyal)(107).

2.1.3. Kimyasal maddeler:

2.1.3.1. Dimetil siilfoksit (DMSO)

Kimyasal formiilii (CH3),SO olan bilesik 189°C’de kaynar ve erime noktasi 20°C’dir
(108). Saf DMSO kokusuz ve renksiz bir sividir ve hem polar hem de nonpolar
bilesikleri ¢dzebilen polar aprotik bir ¢oziiciidiir. Ustiin ¢dzme giicii nedeniyle
kimyasal reaksiyonlarda ¢6ziicli olarak kullanilir. DMSO karbonhidratlar, polimerler,
peptidler gibi organik maddelerin ¢ogunu ¢ozebildigi gibi inorganik tuzlar1 ve gazlari
da ¢ozebilir. PCR reaksiyonlarinda DNA primerleri ya da DNA kaliplarinda
sekonder yapilarin olusmasini engellemek icin kullanilir. Ancak DMSO’nun PCR’da
kullanim1 mutasyonu arttirir. DMSO ayrica hiicrelerin 6lmesini engellemek igin
yapilan dondurma isleminde bir kriyoprotektan olarak ortama ilave edilir.
Kriyobiyolojide organ, doku ve hiicre siispansiyonlarinin korunmasi i¢in kullanilan
kriyoprotektan vitrifikasyon karistminin 6nemli bir bilesenidir. Embriyonik kok

hiicreleri ve hematopoetik kok hiicrelerinin uzun siireli dondurularak saklanmasinda
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kullanilan olduk¢a 6nemli bir bilesiktir (109). Calismalar esnasinda Sigma Chemical

Company tarafindan tiretilen DMSO kullanilmstir.

2.1.4. Besiyeri

Stok kiiltiirlerden Nutrient Agar iceren petrilere ekim yapilarak ¢aligma kiiltiirleri
olusturulmustur. Hazirlanan mikroorganizma suslarinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in uygulanan ¢alismalarda Mueller Hinton Broth (BioChemika 70192)

kullanilmastir.

2.1.5. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

e GPS

e Bitki Ogiitme Degirmeni
e Clevenger Seti

e Mantolu 1s1tict

e GC-MS

e Mikropipet Seti

e Deney Tiipleri

e Mikrotitrasyon Petrileri
e FEtiv

e Otoklav

e Hassas Terazi

e Buz dolabi

e -80 Derin Dondurucu

¢ Biyogiivenlik Kabini

e Benmari

e Vorteks

e Densitometre
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2.2. Yontem

2.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Ogiitiilmesi

Arastirmaya ait bitki 6rneklerinden C. kurdica Mus- Haskdy yolu 30. km’den 1322
m’den; C. albonitens Van-Ozalp karayolu Ozalp ilgesine 40 km kala 2000 m’den
toplanmis ve Dr. Faik Ahmet KARAVELIOGULLARI tarafindan teshis edilmistir.
Diger bitki 6rnegi olan C.antiochia var antiochia Boiss. Hatay Amanos daglarindan
toplanmis olup Dog¢.Dr.Sezgin CELIK ve Dr. Faik Ahmet KARAVELIOGULLARI

tarafindan teshis edilmistir.

Toplanan bitki 6rneklerinin toprak iistii kistmlar1 dogrudan giines 151g1min olmadigi
oda sicakliginda 2 hafta siire ile uygun kosullarda kurutulmustur. Daha sonra bitki
ogiitme degirmeni (Uslutech marka D 3000) kullanilarak mekanik olarak

pargalanarak toz haline getirilmistir.

2.2.2. Ucucu Yaglarin Eldesi

200 gr tartilan toz halindeki bitki orneklerine 2,5 L ¢esme suyu eklenerek sulu
ekstraktlar elde edilmistir. Sulu ekstraktlar clevenger cihazinda 3 saat siire ile
hidrodistilasyon iglemine tabi tutulmus, bu islem daha fazla ugucu yag elde etmek

i¢in 3 kez tekrarlanmastir.

2.2.3. Kimyasal Bilesimler

GC-MS analizleri Shimadzu 2010 GC-MS sistemi ile yapilmistir. Elektron
iyonizasyon etkisi 70 eV altinda tam tarama modunda iyon trap dedektorlii kiitle
spektrometrisi kullanilmistir. Analiz i¢in kullanilan kromotografik kolon HP-5’dir.
Tastyict gaz olarak 1 ml/dk akiskanlikta helyum gazi kullanilmistir. Enjeksiyon 230
°C’de splitless modunda yapilmis; 1 pl ugucu yag HPLC gradientli hekzan ile birlikte
baglangi¢ kolon sicakligi 60 °C olan firinin sicakligi 5 °C/dk artisla 13 dk’da 260 °C
yiikseltilerek incelenmistir. Ayrilmis bilesiklerin bagil ylizde miktarlarinin iyon

kromotogramlari, bilgisayar entagretorii araciligiyla hesaplanmistir. WILEY/NIST
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KUTUPHANESI  kullanilarak kimyasal olarak ucucu yaglarin icerikleri
belirlenmistir (60).

2.2.4. Mikrodiliisyon Yontemiyle Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde
mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.

Diliisyon teknikleri bir mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarliligini tayin etmek
icin gelistirilmistir. Ancak bitki ekstreleri veya ugucu yaglarin da antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu metotta, ticari olarak gelistirilmis
80, 96 veya daha fazla kuyucuga sahip plaklar kullanilmaktadir. Bu kuyucuk
serilerinde madde diliisyonlar1 hazirlanmakta ve az miktarda kiiltiiriin ilavesiyle,
madde ve mikroorganizma etkinlestirilmektedir. inkiibasyondan sonra test edilen
antimikrobiyal maddenin, kullanilan mikroorganizmaya kars1 hangi konsantrasyonda
etkili oldugu iiremenin varligina veya yokluguna gore belirlenmektedir. Uremenin
varlig1 ya da yoklugu bulaniklik tayiniyle yapilmakta ve liremenin olmadig1 en diisiik
konsantrasyon degeri, Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degeri olarak

tanimlanmaktadir (77, 110).

Antimikrobiyal testler i¢in, 96 adet “U” tipi kuyucuklara sahip, steril mikrotitrasyon
petrileri (Brand) kullanilmigtir. Bitki ekstrelerin den elde edilen ugucu yaglardan

a- C.antiochia var antiochia 75 pL ugucu yag + 425 uL DMSO

b- C.kurdica 175 ugucu yag pL + 325 uL. DMSO

c- C.albonites 75 uL ugucu yag + 425 uL DMSO seklinde stok soliisyonlar
hazirlanarak igerisinde 500 pL DMSO bulunan ependorf tiiplerinde tekrar seri

diliisyon yapilarak madde miktar1 2 den 1/1024 oraninda seyreltilmistir.

Boylelikle C.antiochia var antiochia igin baslangic miktar1 75 pL /mL olan
konsantrasyon, 0,073 puL / mL’ye kadar; C.kurdica i¢in baglangi¢ miktart 175 pL /
mL olan konsantrasyon, 0,170 uL / mL’ye kadar; C.albonites i¢in baslangi¢ miktar1
75 pl/ mL olan konsantrasyon, 0,073 pL / mL’ye kadar seyreltilmistir.
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Bu sekilde seyreltilmis olan ugucu yaglardan 96 kuyucuklu petrinin siitunlarina
100’er uL eklenmistir. Bu islem yapildiktan sonra; 96 kuyucuklu petrinin A satirina
S.aureus, B satirna B.subtilis, C satirina M.luteus, D satirina E.fecalis, E satirina
E.coli test mikroorganizmalarindan Mc.Farland 0.5 e gore 10° CFU/mL yogunlukta
ayarlanmis olan bakteri siispansiyonlar1 100’er pL ekim yapilarak 37 C° de bir giin
inkiibasyona birakilmigtir. 11. siituna sadece DMSO ve bakteri slispansiyonu ve 12.

slituna sadece bakteri slispansiyonu inokiile edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Elde Edilen Ucucu Yaglarin Miktarlari

Sulu ekstrelerden elde edilen ugucu yag miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir

Cizelge 3.1. Elde edilen ucucu yag miktarlar

Ucucu yag miktari (mL)
Bitki Tiirdi 1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar Toplam
(mL) (mL) (mL) (mL)
C.kurdica 0,1 0,1 0,1 0,3
C.antiochia var. antiochia 0,05 0,05 0,05 0,15
C.albonites 0,1 0,1 0,1 0,3

Buna gore, toplamda 600’er g 6giitiilmiis C.kurdica’dan 0,3 mL; C.antiochia var.

antiochia ‘dan 0,15 mL; ve C.albonites’den 0,3 mL ugucu yag elde edilmistir.

3.2. Ugucu Yaglarin Kimyasal Analiz Sonuclari

Yapilan GC-MS analizine gore eldeedilen ugucu yaglarin kimyasal icerikleri Cizelge

3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Ucucu Yaglarin Kimyasal Analizi

LRIa (a: HP-5 MS ICERIK % Miktar C. % Miktar C. antiochia var. % Miktar C.
column) kurdica antiochia albonitens

1004 3-Carene 1,4

1098 Linalool 0,15

1104 n-Nonylaldehit 0,18

1142 Allocimene 1,01

1217 carveol 0,75

1221 B-cyclocitral 0,28

1229 Carveol 3,25

1378 a-Copaene 2,65 2,84
1411 a-cedrene 0,15

1420 trans [3- 3,75 1,25

caryophyllene

1421 Caryophyllene 14,24 18,23 7,75
1436 v-Elemene 2,86 445
1440 Aromadendrene 0,28 0,15
1455 a-Humulene 4,62 3,78
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Cizelge 3.2. (devam)

1477 Germacrene 11,95 27,37 9,23
1484 B-lonene 1,89
1489 B-Selinene 1,12
1500 B-Farnesene 9,78 3,15
1532 epiglobulol 0,55
1550 a-Cedrol 0,13 0,34
1564 d-Nerolidol 1,15 1,17
1579 Spathulenol 7,73 29,86 7,97
1583 Caryophyllene 16,45
oxide
1604 Glubulol 5,58
1611 Cubenol 2,25 1,85
1612 a-Cadinol 2,19 1,23
1638 Thujyl alkol 0,5
1648 B-Eudesmol 4,04
1685 valerenol 0,42 0,98
1713 a-santalol 1,21 1,48
1919 farnesylacetone 0,65
1947 Cembrene 2,39 4,75
1950 Phytol 3,93 6,25
1958 Hc?kzadecanoic 1,45 7,21 1,35
asit
2100 heneicosane 0,42
2358 diethylphthalate 0,44 1,25
2570 Farnesol 0,34 0,28
3000 triacontane 0,23
MS D-Fencyl alkol 0,24 0,12
MS 6-methyl-1- 0,19
heptanol
MS Decyl aldehit 0,19
MS (E,E)-2,4- 0,18
Heptadienal
MS Palmitik aldehit 2,48
MS 1,2-Lungidione 0,32
MS Amylcarbinol 0,36
MS B-Selinenol 4,57
MS Neryl-linalool 0,35
TOPLAM % 90,18 91,42 83,93

Buna gore C. kurdica’da baskin olarak Caryophyllene %14,24; a-Humulene %4,62;
Germacrene %11,95; B-Farnesene %9,78; Spathulenol %7,73; Glubulol %S5,58; -
Eudesmol %4,04 maddeleri; C. antiochia var. antiochia’da baskin olarak
Caryophyllene %18,23; Germacrene %27,37; Spathulenol %29,86; Hekzadecanoic
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asit  %?7,21maddeleri; C. albonitens’de baskin olarak y-Elemene %4,45;
Caryophyllene %7,75; Germacrene %9,23; Spathulenol %7,97; Caryophyllene oxide
%16,45; Cembrene %6,25; Phytol %4,75; B-Selinenol %4,57 maddelerinin varlig
tespit edildi.

3.3. Antimikrobiyal Etki
Inkiibasyon sonucunda, ugucu yag ve bakteri inokiile edilen kuyucuklarda inhibisyon
zonu goriilmezken 11. ve 12. Siitunlardaki kuyucuklarda inhibisyon zonlar

gorilmiistiir.

Cizelge 3.3. Ucucu Yaglarin Test Mikroorganizmalaindaki Antimikrobiyal Etkisi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

1

1

1

1

1

1

1
+ o+ o+ o+ o+
+ 4+ o+ o+ o+

- Q=" =9 O % »

- : Seffaf, inhibisyon yok e : Az bulanik + : Bulanik
A: S.aureus, B: B.subtilis, C: M.luteus, D: E.fecalis, E: E.coli
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde énemli bir yeri olan Centaurea cinsinin degisik kisimlarmin gerek halk
arasindaki kullanilig1 ve gerekse literatiirlerde belirtilen ulusal ve uluslar arasi bircok
biyolojik aktivite g¢alismalarinin yapilmis olmasi goz Oniine alinacak olursa bu
bitkilerden eczacilik ve tip alanlarinda degisik amaclarla yararlanilabilecegi ve bu

acidan tlizerinde daha fazla calismaya deger oldugu anlasilmaktadir (109).

Arastirmamizda incelenen bitkilere ait ugucu yaglarin patojen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 gozlenmistir. Baris ve ark. (2006) da
Achillea biebersteinii Afan. (Asteraceae) tiiriinden elde ettikleri ugucu yaglarla
yaptiklar1 caligmada test mikroorganizmalarindan B. subtilis ve E. faecalis’de bu
yaglarin antimikrobiyal etkilerini goézleyememis, E. Coli’de 250 pg/ml’de, S.
Aureus’da 500 pg/ml’de MIK degerinin oldugunu géstermislerdir. Hammer ve ark.
(1999) cesitli bitki tiirlerinin ugucu yaglariyla yaptiklar1 calismada S. aureus, E.
faecalis ve E. coli bakterilerine kars1 antimikrobiyal etki gézlemlemislerdir (62, 111).
Yaptigimiz ¢aligmada kullandigimiz bitkilerin ugucu yaglarinin en diisiik seyreltme

oranlarinda bu bakteri tlirlerine kars1 antimikrobiyal etki gozlemlenmistir.

Calismamizda kullanilan bu bitkiler infeksiyon hastaliklarin tedavisi igin iiretilen

yeni ilaglarin antimikrobiyal ajanlari olarak kullanilabilirler.

Farmasotik etkilerin giigliiliigli bitkinin genetik yapisina, yetistigi yere, toplandigi
zamana ve depolanma siiresi gibi ¢esitli faktorlere bagl olabilir. Bitkisel {iriinlerin
aktivitesi iklim degisikliklerine bagli olarak yildan yila degisir. Bunlara ek olarak
bitkinin gerek kimyasal, gerekse mikrobiyal kontaminantlarla kirletilmemis olmasi
gerekir. Ayrica ekstraksiyon siireci de bitkisel {iriinlerin etkilerinin belirlenmesinde
onemlidir, ¢linkii asir1 fraksiyon ve izolasyon aktivitenin azalmasina neden olabilir

(112-114).
Tam kontrollii bir sistemin kurulmasi i¢in, bitkiler standart iiretim ve uygun zirai

uygulama metodlar1 kullanilarak yetistirilmelidir (114). Bu sistemler bitkisel ilaglarin

gelecekteki tiretimi i¢in ¢ok daha uygundur (112). Bu arastirmanin sonuglari
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incelendiginde, caligmada kullanilan bitki Orneklerine ait ugucu yaglarin, bazi
patojen mikroorganizmalara karst antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Bakterilerde antibiyotik direncinin artmasina karsilik antimikrobiyal
Ozellik gosteren bitkilere ve bitkisel iriinlere karsi direng kazandigi
goriilmemektedir. Bunun yani sira, gliniimiizde hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglarin baz1 yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi, bitkilerle tedaviye olan ilginin artmasina
neden olmustur. Bu bitkilerin geleneksel kullanimlarinin bilimsel olarak ac¢iklanmast,
bitkilerin ne icin ve nasil kullanilmalar1 gerektigi ile ilgili ¢alismalar her gecen giin

artmaktadir (109).

Calismamizda elde edilen veriler 15181inda, daha sonra yapilacak olan caligmalarda,
antimikrobiyal aktivitesi belirlenen ugucu yaglardaki etken maddeler belirlenebilir.
Zira yaptigimiz GC-MS analizinde, bitki ugucu yaglarin son diliisyon oranlarinda
dahi antimikrobiyal etkilerinin gézlemlenmis olmasindan dolay1 bu ii¢ bitkide de
ortak bulunan Caryophyllene, Germacrene, Spathulenol, Hekzadecanoic asit

bilesiklerinin antimikrobiyal etki gosteren etken maddeler oldugu fikrini vermistir.

Etkili olan bilesikler bitkiden izole edilerek canli dokular iizerinde de etkisi
denendikten sonra, s6z konusu patojen mikroorganizmalarin neden oldugu

hastaliklara kars1 ila¢ yapiminda kullanilabilir.

Ozer ve ark. (2001), sentetik olarak iiretilen ilaclar, bitkilerdeki herhangi bir aktif
maddenin izole edilmesi suretiyle yapildigini ve bu nedenle hastalik etmenleri sade
bir yapisi bulunan sentetik ilaclara kars1 kisa zamanda dayanikli irklar olusturarak
ilaclar etkisiz hale getirebildigini belirtmektedirler (115). Buna karsilik; bitkilerdeki
aktif maddeler diger maddelerle birlikte kompleks bir yapi olusturduklarindan
hastalik etmenlerinin bu yapiyr ¢ozerek dayanmikli irklar olusturmasi daha zor
olmaktadir. Boylece; bitkisel kokenli ilaclara karsi hastalik etmenleri irk olugturma
olanagi ¢ok zor olmaktadir. Cok zaman bitkisel kdkenli ilaglarin patojenlere karsi

etkinligi az, fakat kullanilma siiresi daha uzun olmaktadir (109).

Bu ylizden antibiyotiklere alternatif olarak bitkilerin ve bitkisel iiriinlerin geleneksel

antimikrobiyaller olarak kullanilmalar1 Onerilmektedir. Ayni1 zamanda sentetik
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kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi nedeniyle bitki ve bitkisel
tiriinlerin  kullanilmasi1 bu yonden avantajlidir (116). Tiirkiye mevcut bitkisel
cesitliligi yoniinden oldukca dikkate deger ve zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizin
mevcut bitki potansiyelinin, ¢esitli endiistri sahalarinda kullanimi, diinyada yapilan
caligmalar  genel olarak degerlendirildiginde ¢ok  Onemli  olabilecegi
goriilebilmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi, ililkemizde de son yillarda dogal
zenginliklerin yavas yavas tilkenmesi ve ekonomik olarak girilen ¢ikmazlar, dogal

tiriinlerin ¢ok amagli kullanimini zorunlu kilmistir (117).

Yapilan bu ¢alismada bitkiler her ne kadar mevsiminde toplansa da elde edilen ugucu
yaglarin miktarinin diisiik oldugu gozlemlendi. Istenmeyen bu sonu¢ ¢alismamizda
belirli konsantrasyonlara kadar MIK testinin yapilmasina izin verirken daha diisiik
konsantrasyonlarda MIK testinin ve agar jel difiizyon testlerinin yapilmasina izin
vermemistir. Bu nedenle hacimsel olarak en diisiik konsantrasyonlarda bile ii¢ bitki
tiirlinlin ugucu yaglarinin belirtilen test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
etki gostermis olmasi en azindan ilerleyen donemlerde bu bitkilerden tekrar
yapilacak olan calisma i¢in yol gostermistir. Bundan sonraki asamalarda iilk dnce
kiitlece daha fazla bitki 6rnekleri toplanacak ve elde edilen ugucu yaglardan daha
kiiciik konsantrasyonlarda MIK testleri yapilip agar jel difiizyon testleri ile birlikte
kesin sonuglar verilecekve daha ¢ok mikroorganizma tiirii iizerinde caligsmalar

yapilacaktir.

Sonug olarak, 6zetle; calismada kullanilan ii¢ bitki 6rnegi test mikroorganizmalarina

kars1 antimikrobiyal etki gostermistir.
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