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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CIRSIUM CRETICUM (Lam.) d’Urv. (ASTERACEAE) BITKISINDEKI UCUCU
BILESIKLERIN TAYINI VE BITKININ ANTIFUNGAL/ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Cansu SANDA
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Temine SABUDAK

Bu c¢alismada, Trakya bolgesinde yetisen Cirsium creticum (Lam.) d’Urv.
(Asteraceae) bitkisinden elde edilen n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin Gaz
Kromatografisi Kiitle Spektrofotometri cihaziyla tayin edilmesi ve bitkiden elde edilen
ekstrelerde (n-hekzan, eter, etilasetat ve metanol) antifungal ve antimikrobiyal aktivitesinin
arastirtlmasi1 amaglanmistir. Calisma kapsaminda calisilan C. creticum bitkisi Temmuz 2017
tarihinde Trakya bolgesinden toplanmistir. C. creticum bitkisi kurutulduktan sonra metanol ile
maserasyon yontemiyle ekstraksiyon yapilmis, metanol buharlastirildiktan sonra ham ekstre
elde edilmistir. Daha sonra, ham ekstreye polarite sirasina gore n-hekzan, diklorometan,
etilasetat ve n-biitanol ile geri ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen n-hekzan ekstresinin
kimyasal icerigi, GC-MS cihaziyla tayin edilmistir. C.creticum’un GC-MS analiz sonucu
C.creticum da en bol bulunan ugucu bilesikler, terpenoidler (% 33.26) ve hidrokarbonlar (%
41.11) olmustur. C.creticum n-hekzan ekstresinin GC-MS analizi, ekstredeki farkli kimyasal
yapiya sahip cesitli farmasotik olarak onemli kimyasal bilesiklerin varligini gostermistir.
Bununla birlikta, elde edilen dort ekstre igin antimikrobiyal ve antifungal aktivite
arastirilmistir.  Aktivite sonuglarina genel olarak bakildiginda, C.creticum’un metanol
ekstresinin, diger ekstrelere gore, antifungal ve antimikrobiyal aktivitesi daha yiiksek
bulunmustur. Bu tez ¢alismasiyla, C.creticum n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin tayini
ve bitkinin antifungal ve antibakteriyal aktivitesi ilk kez literatiire sunulmus bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cirsium creticum, ugucu bilesik, antimikrobiyal aktivite, antifungal
aktivite.

2019, 49 Sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

VOLATILE COMPOUND INVESTIGATION OF CIRSIUM CRETICUM (Lam.) d’Urv.
(ASTERACEAE) PLANT WHICH GROWING IN TRAKYA REGION AND
DETERMINATION OF ITS ANTIMICROBIAL AND ANTIFUNGAL ACTIVITY

Cansu SANDA

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Temine SABUDAK

The aim of the present research was to identify of volatile compounds in hexane
extracts by GC-MS and to determine antibacterial, antifungal activities of C. creticum in 4
different extracts. C.creticum plant was collected from Trakya region in July 2017. After the
C. creticum plant was dried, it was extracted with methanol by maceration, and the crude
extract was obtained after the methanol was evaporated. The crude extract was then back-
extracted with n-hexane, dichloromethane, ethylacetate and n-butanol according to the
polarity order. The chemical content of the obtained n-hexane extract was determined by GC-
MS. The most abundant volatile compounds in C.creticum were the terpenoids (33.26%) and
the hydrocarbons (41.11%). GC-MS analysis of C.creticum n-hexane extract indicated the
presence of various pharmaceutically important chemical compounds with different chemical
structure in the extract. In addition, antimicrobial and antifungal activity were investigated for
the four extracts obtained. In general, the results of the activity of the methanol extract of
C.creticum, antifungal and antimicrobial activity were found to be higher than the other
extracts. With this thesis study, antifungal and antibacterial activities of the volatile
compounds of n-hexane extract of C.creticum were presented for the first time in the
literature.

Keywords: Cirsium creticum, volatile compounds, antimicrobial activity, antifungal activity.

2019, 49 Pages
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1.GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Bilimin ilerlemesi ve eczacilik tekniklerinin gelismesiyle, son yiizyilda bitkilerin
tedavi edici degere sahip etken maddelerinin saf olarak elde edilmesi saglanmistir. Sonralart,
sentetik ilaglarda ciddi yan etkilerin yol ag¢tigi medikal ve ekonomik sorunlar veya
sanayilesmis iilkelerdeki ¢evre kirliliginin arttig1 ekolojik kirlilikler, tedavileri heniiz miimkiin
olmayan pek ¢ok kronik hastaligin olusturdugu tehdit, dogal olmasi ve yan etkilere yol
acmadigr diistiincesi gibi bir cok faktore bagli olarak bitkilerle tedaviyi popiiler hale
getirmistir. Ayrica giiniimiizde eczanelerde satilmakta olan ilaglarin bir¢ogu bitkisel kaynakli
ya da bitkisel kaynakli bilesiklerin sentezlenmis tiirevlerinden olusmaktadir. Sentetik olarak
elde edilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar dogal kaynakli ilaglar
kullanmaya yonlendirmistir. Bu amagla yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak iizere bitkiler
tizerinde yapilan arastirmalar giin gegtikge artmaktadir (Altan ve ark. 1999, Baytop 1999,
Baser 2001, Kandemir ve Beyazoglu 2002, Ertug 2004, Simsek ve ark. 2004).

Yasam standardi arttikca, tiiketim tibbi ve aromatik bitkiler i¢in de artmaktadir. Bu
bitkilerin tliketim alani1 olduk¢a genis olup; ilag, kozmetik, dis macunu, sabun, parfiim, olup
ayrica baharat ve gay olarak tiiketilmektedir (Baytop 1999). Ayrica, bitkilerin gostermis
olduklar1 antioksidan, antikarsinojenik, antiallerjenik, antimikrobiyal, antifungal, analjezik

etkilerden dolayida bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir.

Tiirkiye’nin Akdeniz, Asya ve Avrupa gibi ii¢ farkli cografik alanda yer almasi,
tilkemizi bitki gesitliligi ve endemik bitkiler acisindan zengin bir iilke haline getirmistir.
Tiirkiye florasinda kayith olan yaklagik 9.000 tiir bulunmaktadir. Bunlarin ortalama 1.000
kadar1 ila¢ ve baharat ham maddeleridir ve halk arasinda oOzellikle ¢ay ve ¢esni olarak
kullanilmaktadir. Tiirkiye florasina ait tiirlerin % 30’u aromatik bitkilerdir (Baytop 1999).
1948 ve 1974 Tiirk kodekslerinde 140 kadar tibbi bitki kayithdir ancak gilintimiizde yaklasik
500 bitki, tibbi amaglarda kullanilmaktadir (Baser 1995, Baytop 1999, Baytop 1993, Baser
2006).

Ugucu yag, kat1 ya da sivi, degisik birgok kimyasal bilesigin birbiri i¢inde ¢dziinerek
homojen bir ¢ozelti olusturdugu, ugucu 6zellikte olan kompleks bir karigimdir. Ugucu yaglar
kozmetik, parfiimeri ve gida endiistrisinde 6nemli bir ekonomik deger tasirlar. Kimyasal ve
fiziksel 6zellikler agisindan sabit yaglardan oldukca farklidir (Otte 1994). Temel bilesikleri

bitkiler aleminde dogal olarak ve yaygin sekilde bulunan terpenoitlerdir. Bunun yaninda daha



az miktarda doymus alifatik, olefinik, asetilenik ve aromatik hidrokarbonlar ve tiirevleri de

bulunabilir (Guenther 1948).

Son yillarda, bulasict hastalik etkeni ve hastane enfeksiyonlarina neden olan birgok
mikroorganizma tiirii tedavi amaciyla kullanilan ¢ogu antibiyotige kars1 direncli hale gelmistir
(Janovska ve ark. 2003, Davis 1994, Hussain ve ark. 2011). Ayrica, ¢ogu antifungal ve
antiviral ilaglarin yiiksek zehir etkisinden dolayr kullanimlart sinirlandirilmistir (Maregesi ve
ark. 2008). Tedavi i¢in kullanilan mevcut antibiyotiklere karst mikroorganizmalarin
gelistirdigi direncin artmasi ve yeni kusak antibiyotiklerin iiretilmesinin yiiksek maliyeti ilag
sektoriinlin yeni antimikrobiyal maddeler kesfedilmesi ve yapilarinin arastirilmasini zorunlu
kilmaktadir (Singh ve ark. 2011). Bitkisel ekstreler; flavonoid, polifenolik bilesikler, taninler
ve terpenler gibi ¢ok sayida fitokimyasal maddeyi icermektedir. Yapilan calismalar,
mikroorganizmalara karsi yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktiviteden bu tiir bilesiklerin
sorumlu oldugunu gostermektedir (Mojab ve ark. 2008). Birgok arastirmaci, bitkilerden elde
edilen su ekstrelerinin metanol, etanol ve n-hekzan gibi ¢o6ziiciiler kullanilarak elde edilen
ektstrelere gore daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmektedir (Nazri ve
ark. 2011). Organik ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstrelerin daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmasi, elde edilen oziitlerin aromatik veya doyurulmus organik bilesikleri
daha yiiksek miktarlarda igermesinden kaynaklanmaktadir (Nazri ve ark. 2011). Bazi
calismalar, bitkilerin tedavi edici etkilerinin tek bir etken maddeden ziyade c¢ok sayida
bilesimin sinerjik etkisinden kaynaklandigimi, bu nedenle bitkisel bilesimlerin tek bir
antibiyotikle oldiirilmesi zor olan mikroorganizmalarin direngliligine kars1 koyarak daha
etkin bir tedavi sagladigin1 rapor etmektedir (Sree ve ark. 2010, Nazri ve ark. 2011). Bu
durum, arastirmacilari bitki 6ziitlerinden elde edilen dogal antimikrobiyal ajanlarin inhibitor

etkiye sahip bilesimlerini aragtirmaya yoneltmektedir (Dash ve ark. 2011).

Cirsium creticum bitkisi, Asteraceae familyasina aittir. Geng ve Ozhatay (2006),
Catalca’da yapmis olduklar1 etnobotanik ¢aligmasinda C. creticum subsp. creticum
meyvelerinin halk arasinda mantar zehirlenmelerine kars1 kullanildigini tespit etmisler ve
baska bir calismada ise bu bitki kabuklarimin soyulup ¢ig olarak yenildigi ya da yemeginin
yapildigini bildirmislerdir (Anonymous 2012).

Calismamizda daha 6nce biyolojik aktivitesi arastirilmamis olan, Trakya bolgesinde
yetisen Circium creticum (Lam.) d’Urv subsp. creticum (Asteraceae) bitkisinden elde edilen

n-hekzan ekstresindeki ucucu bilesiklerin (yag asitleri, terpen, alkan, alkol, ester, aldehit,



keton, alken, aromatik bilesikler vb.) Gaz Kromatografi Kiitle Spektrofotometresi (GC-MS)
cihaziyla tayini amaglanmistir. Calismanin diger adiminda ise, bitkiden elde edilen n-hekzan,
eter, etilasetat ve metanol ekstrelerinde, antifungal ve antimikrobiyal aktivitenin arastirilmasi

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bitkinin Tanimi, Yayilisi ve Uzerine Yapilan Calismalar
2.1.1. Asteraceae Familyasinin Ozellikleri ve Yayilisi

Asteraceae familyasi, agacst ve odunsu tiirleri de kapsayan biiylik oranda otsu
bitiklerden olusmakta olan familyadir, ayrica ¢ok azi1 ¢ali aga¢ ya da odunsu sarilict
bitkilerdir. 1.600 cins ve 23.000’den fazla tiir igeren Asteracea familyasi, bitkilerin en biiyiik
ailesindedir ve Antartika hari¢ diinyanin neredeyse her bolgesinde dagilim gdstermekte olan
bir familyadir. Ozellikle otsu ve otsu-odunsu alanlar ile birlikte dag vejetasyonlarinda yogun
olarak bulunan bu familya, nemli tropik orman bolgelerinde de dar yayilisa sahiptir. Ayni
zamanda ¢ok giines isteyen ve kurakliga uyum saglayan bitkilerdir (Bremer 1994, Kadereit ve
Jeffrey 2007).

Ulkemizde 136 cins ve 1.195 tiir ile en zengin olan familyalardan biri Asteraceae
familyasidir. Tirkiye’de 446 endemik tiire (% 37.3) sahip olan Asteracea familyas: ayni
zamanda en fazla endemik tiire sahip olan familyadir (Davis 1965-1985, Giiner ve ark. 2000).

2.1.2. Cirsium Cinsinin Genel Ozellikleri

Cirsium adi eskiden tedavi amaciyla damar hastaliklari igin kullanilmig olup, anlami
da yunan kokenli “kirsos” yani damar hastaligi anlamina gelmektedir. (Charadze 1963).
Ayrica Asteraceae familyasina ait olan Cirsium creticum (Lam.) Da’urv. subsp. creticum,

halk arasinda “esek calis1” olarak bilinmektedir.

Cirsum tiirti eski ¢aglardan bu yana birgok taksonun halk arasinda degisik amaglar igin
yaygin olarak kullanilmis ve tibbi bir bitki olarak kabul edilmistir. Ekstraksiyonlar genellikle
tohum, kok, govde ve ¢igeklerin kaynatilmasi ile hazirlanmakta olup, varis, hemoroid, peptik
tilser, oksiiriik ve bronsit gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Loizzo ve ark.
2004, Orhan ve ark. 2007). Cirsium’un ¢igekli dallar1 istah agici, kuvvet verici amaciyla ¢ig

olarak halk arasinda tiiketilmektedir.

Cirsium cinsi bitkilerin boyu yaklasik 20-100 cm arasindadir ve gévde kismi dikenli
ya da dikensizdir, ancak yaprak kenarlar1 dikenlidir. Yaprak {ist yiizeyinde genellikle ufak
dikenler mevcuttur ve ¢icek kisminin baglari tek ya da yogun olarak bir araya toplanmig olup
cigcegin etrafini ¢cevreleyen cigek sapindan gévdeye baglandigi yerde bulunan yaprakeiklar ¢ok
serili olup uglar dikenlidir. Genellikle bu bitkiler yol kenarlarinda, kayalik alanlarda, kiiltiire



alinmig arazilerde, ¢am, mese ve goknar ormanlarinin igerisinde bulunmaktadir. Renkleri
bazen sarimsi bazen de beyazdan morumsu-kirmizi olarak goriinmektedir. Cigek agtig1 aylar
Temmuz — Agustos aylaridir ve bir ila iki ay arasinda ¢igekli olarak gézlenmektedir (Segmen
ve ark. 1995, Yildiz ve ark. 2010).

Geleneksel tip agisindan da degerlendirilen bu bitkiye, Trakya bdlgesinde yapilan
botanik bitki tarama ¢alismalarinda oldukc¢a fazla rastlanmistir. Ayrica yapilan arastirmalarda
Cirsium familyasina ait Cirsium creticum L. (Asteraceae) ve Cirsium italicum DC. adl iki alt
tirliin yaygin yetistigi gozlenmistir. Diger taraftan yapilan literatiir taramalarinda bu alt
tirlerin biyolojik, kimyasal ve farmakolojik 0Ozelliklerine iliskin ve fitokimyasal aktif

bilesenlerinin belirlenmesi {izerine literatiirlere rastlanmamustir.

2.1.3. Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. (Asteraceae) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Halk arasinda “Esek calis1i” olarak bilinen Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp.

creticum (Asteraceae) tiiriiniin diger ad1 “Cardo Cretese” dir

Batakliklar, nemli alanlar ve durgun su kenarlarinda 0-1300 metrede yetisen Cirsium
creticum, ¢ok dikenli iki y1llik odunsu bir tiir olup silindir govdelidir (Kostekgei 2010).

Sekil 2.1. C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisi

Govdeleri dar sinvuat-kanath kisa 3 koseli toplar1 1- 10 (14) mm uzunlugunda olup,
ince sert dikenlere sahiptir. Govdesinin ortasinda bulunan yapraklar zarimsu, iist yiizde hemen

hemen tiiysiiz olup genellikle dikenlidir. Catalca yoresinde bu bitki deve dikeni ve yildiz otu



olarak adlandirilmakta ve meyveleri kullanilmaktadir. Meyveleri ezilerek mantar

zehirlenmelerine karsi bir ¢corba kasig1 kadar alinmaktadir (Geng 2003).

Catalca’da (Istanbul) yapilan etnobotanik calismasinda, C. creticum subsp. creticum
(esekealisi) taksonunun meyvelerinin halk arasinda mantar zehirlenmelerine karsi kullanildig:
belirlenmistir (Geng ve Ozhatay (2006)).

2.1.4 Cirsium Tiirlerinde Ugucu Bilesiklerin Tayini Ile lgili Yapilan Calismalar

Cirsium tiirleri Avrupa da Asteraceae familyasina ait olarak siniflandirilir. Bitki
flavonoid, fenolik asit, alkaloid, sterol, triterpen, poliasetilen, hidrokarbon, alifatik aldehit ve
guanolinler-seskiterpen laktonlari icerir (Mabry 1970).

Kozyra ve ark. (2015), Cirsium L. tiiriniin ¢igeklerindeki ugucu yaglari, kuru bitki
materyallerinden su buhari destilasyonu ile elde etmislerdir. Uygulanan hidrodamitma verimi
ile C.heterophyllum’ da % 0.051°lik sarims1 yag ve C.eriophorum ile incelenen diger Cirsium
tirlerinde % 0.024 ugucu yag verimi bulmuslardir. Tanimlanan tiim bilesikler onlarin kiitle
spektrumlar1 karsilagtirmasina dayanilarak gerceklestirilmis ve kuru materyal verimi olarak
elde edilmistir. Inceledikleri bitkilerin temel bilesenleri uzun zincirli alifatik
hidrokarbonlardir. Ayrica, az miktarda terpenlerde tespit edilmistir.

Miyazawa ve ark. (2003), Cirsium L. Spp.’den eterik yaglarin fitokimyasal
aragtirmasini, GC-MS metodunu kullanarak gerceklestirmistir. Cirsium L. tiiriinden elde
edilen eterik yaglarin bilesenleri ilk kez tanimlanmistir. Ugucu yaglari ayrica alifatik
hidrokarbona sahip uzun karbon yan zinciri i¢erdigini tespit etmislerdir.

Kozyra ve ark. (2015), Cirsium tiirlerinin ¢igeklenmesindeki ugucu bilesenlerin
kimyasal bilesimini ve degiskenligini incelmis kiiciik miktarda terpenler-timol, B-linalol,
6jenol, kavrakrol elde etmislerdir. Doymus yag asitleriyle tek sayili karbon parafinleri de
bulmuslardir. Calismalarinda C.pannonicum, C.ligulare, C.heterophyllum, C.acaule,
C.oleraceum, C.dissectum, C.decussatum ve C.eriophorum ciceklerinde doymus yag asitlerin
kimyasal bilesimindeki farkliliklar1 gosterip elde edilen bu Cirsium tiirlerinin biyoaktif
bilesiklerinin timol ve jenol gibi zengin kaynakli olmasiyla ilgili oldugunu da belirtmiglerdir.

Boga ve ark. (2014), Tiirkiye’de yetisen endemik olan Cirsium tiirleri, C.leucopsis
DC. ve C.sipyleum O.Schwarz ve C.eriophorum (L.) Scop bitkisinin ikincil metabolitlerini,
doymus yag asitlerini, antioksidan ve antikoliesteraz potansiyellerini arastirmiglardir.
Spektroskopik metotlar 13 bilenen bilesiklerin yapilarinin agiga kavusmasinda kullanilmistir

(p-hidroksi-benzoik asit, vanilik asit, cis-epoksikoniferil alkol, sirinjin, balanofonin, 1'-O-



metil-balanofonin, apigenin, kaemferol-3-O-B-D-glikopiranosid, kaemferol-3-a-L-
ramnopironosid, taraksasterol, taraksasterol asetat, p-sitosterol, p-sitosterol-3-O-p-D-
glukopiranosid). Cis-epoksikoniferil alkol ve 1'-0-metil-balanofonin ilk kez Cirsium tiiriinden
izole edilmistir.

Nazaruk ve ark.(2012) C. palustre ve C. rivulare bitkisinin ugucu yaglarinin bilesimi
ve onlarin antiproliferatif aktivitelerin, adenokarsinom hiicrelerine (MCF-7 ve MDA-MBA-
231) kars1 incelemislerdir. Bitkinin kok, yaprak ve ¢igeklerinden su buhari destilasyon ile elde
edilen ugucu yaglar, gaz kromatogrofisi kiitle spektroskopisiyle (GC-MS) tanimlanmuistir.
Ugucu yaglarin bilesimi, her bitkinin ilgili kisimlarinda énemli 6l¢iide farklilik gostermistir.
C. palustre (% 95.3) ve C. rivulare (% 92.4) bitkisinin kok yaglarinda, sirasiyla, 50 ve 39
komponent tanimlanmistir. Her iki tiiriin yaprak yaglarinda, sirasiyla 59 ve 49 bilesik sirasiyla
tanimlanmistir. Ana yapi taslar1 f-damasnon (sirasiyla % 4.1 ve % 13.4 ) ve B-iyonon
(sirasiyla %6.7 ve %5.3)’dur. Kisa zincirli doymus ve doymamus alifatik alkoller ve
aldehitler, bilesenlerin diger 6nemli grubunu olusturmustur (sirasiyla % 17.7 ve % 9.0).
Koklerin ugucu yaglari énemli derecede olmayan anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir.

Kozyra ve ark. (2009) Cirsium vulgare (savi.) Ten. bitkisinin ugucu yaglarinin GC/MS
analizini ve antimikrobiyal aktivite tayinini arastirmislardir. Deryng aparatinda su buhari
destilasyon ile ugucu yaglar elde edilmistir. Tim tanimlanan bilesikler, onlarmn kiitle
spektrumlarinda bir karsilagtirmaya dayanilarak mevcut data kaynaklariyla tanimlanmigtir. Bir
¢ogu uzun karbon zincirli aldehit ve ketonlardir. Az miktarda terpenlerde (B-linalool, B-
siklositrol, eugenol, geraniolun asetat) tayin edilmistir. Ayrica 20 mg/mL konsantrasyondaki
ugucu yag, calisilan bakteri ve maya tiirline karsi (gram-pozitif ve gram-negatif) aktivite
gostermemistir.

Iki devedikeni tiirii; C. creticium (Lam.)D’Urv. ssp. Triumfetti (Lacaita) Werner ve
Carduus nutans L.’nin bilesimi ve alelopatik etkileri Formisano ve ark.(2007) tarafindan
incelenmistir. Bitkilerde tespit edilen, ugucu bilesenler ve miktarlar1 Tablo 2.1°de
sunulmaktadir. Cirsium creticum’un ugucu yaginda 56 madde tanimlanmigtir. Yaglar farkli
alelopatik aktivite gdstermistir, C. creticum Triumfetti’ nin ugucu yaglari, Carduus nutans’tan

daha kuvvetli alelopatik etki gostermistir.



Tablo 2.1 C.creticum ssp.Triumfetti (Cc) ve Carduus nutans’ in (Cn) ugucu yag bilesenleri

%

%

%

%

R RP Bilesen ce | en R® R? Bilesen ce | en
863 (2)-3-Heksenol 0.1 | 1437 | 1628 | Aromadendrene 0.5
961 Benzaldehit t 1449 | 1625 | Widdrene 1.4
979 1-Okten-3-ol t | 1451 | 1868 | (Z)-Geranil aseton 18 | 0.6
1048 | 1663 | Fenilasetaldehit 2.7 | 2.4 | 1452 | 1673 | (E)-B-Farnesen 04 |09
1087 Gayakolun 0.1 | 1455 a-Humulen 0.1
1098 | 1553 | Linalol 1.4 | 1477 CuH2 0.2
1104 | 1398 | Nonanal 15 | 2.6 | 1482 | 1957 | (E)-B-Iyonon 2.6
1113 2-Feniletanol 1.0 | 1486 | 2354 | Dihidroaktinidiyolit 6.0 | 1.8
1134 | 1637 | 4-ketoizoforon 0.3 1492 | 1741 | Valensen 0.1
1158 | 1548 | (E)-2-Nonenal 0.5 | 0.7 | 1500 | 1500 | Pentadekan 0.6 | 0.3
1183 | 1856 | p-Siymen-8-ol 1.1 | 1508 | 1812 | Tridekanal 1.2 | 0.8
1189 | 1706 | a-Terpinol 1.9 1523 Megastigmatrienon 0.4
1201 | 1243 | 2-Pentil furan 0.3 | 1.3 | 1560 (E)-Nerolidol 0.2
1200 | 1200 | Dodekan 0.7 | 1566 | 2503 | Dodekanoik asit 03 | 24
1206 | 1510 | Dekanol 1.6 | 0.7 | 1580 | 2150 | Karyofillen oksit 0.6
1208 a-lyonen 0.3 | 0.4 | 1590 | 2512 | Benzofenon 2.7
2,6-
1235 Geraniol 0.4 1592 Diizopropilnaftalen 0.9
1264 | 2035 | 4-Etil gayakolun 15.0 | 1.7 | 1600 | 1600 | Hekzadekan 06 | 0.2
1276 | 1465 | Eucarvone 0.4 1618 | 1935 | Tetradekanal 0.8
1278 | 2190 | Nonanoik asit 1.9 1648 Kamferenon 0.3
1290 | 2471 | indol 0.2 | 1.2 | 1743 | 2348 | (E,Z)-Farnesol 1.5
1295 Undekan-2-on 0.4 | 1768 | 2672 | Tetradekanoik asit 04 |02
1296 Dihidroedulan 1 t 0.6 | 1778 Fenantren 0.3
1298 | 2239 | Karvakrol 1.9 1815 | 2138 | Hekzadekanol 0.7
p- Hekzahidrofarnesil
1304 | 1797 | Metoksiasetofenon 0.5 105 1835 | 2131 | aseton 39 178
1312 | 2180 | 4-vinil gayakol 45 | 5.8 | 1873 | 2740 | Pentadekanoik asit 01 | 22
(E,E)-2,4- 03 Hekzadekanoik asit t
1313 | 1827 | Dekadienal ' 1925 metil ester
18.
1323 CisHig 11 1957 | 2931 | Hekzadekanoik asit 10.6 6
1343 Dehidroiyonen 1.2 2035 | 2387 | Oktadekanal 3.2
1353 | 2186 | Eugenol 1.7 | 3.6 | 2073 | 2975 | Heptadekanoik asit 0.4
(2)-9-Oktadesenoik
1356 a-Longipinene 0.4 2120 asit 08 | 16
7.8 | 1.2 (2,2)-9.12- 0.8
1382 | 1838 | (E)-p-Damasnon ' " | 2122 | 3157 | Oktadekadienoik asit '
1400 Tetradekan 0.3 | 2172 | 3402 | Oktadekanoik asit 04 |02
1410 | 1538 | Italicene 1.7 2300 | 2300 | Trikozan t 2.1
1413 a-Cedrenos 0.1 | 2400 | 2400 | Tetrakozan 0.6
1415 | 1612 | Karyofillen 2.2 | 2500 | 2500 | Pentakozan 11 | 38
2600 | 2600 | Hekzakozan 0.3 | 0.7 | 2900 | 2900 | Nonakozan 3.1 | 2.8
2700 | 2700 | Heptakozan 2.4 | 5.9 | 3000 Trikontan 0.2
2800 | 2800 | Oktakozan 0.8 | 0.8 | 3100 | 3100 | Hentriakontane 1.1
Ri: Alikonma endeksi, R® : HP-5MS kolonundaki alikonma endeksi, Rib . Innowax

kolonundaki alikonma endeksi, t =iz, 0.05’den az
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2.1.5. Cirsium Tiirlerinde Antifungal/Antimikrobiyal Tayini ile Ilgili Yapilan Calismalar

C. rivulare bitkisinin ¢igek ve yapraklarindan elde elde edilen su, metanol ve %70’lik
etanol ekstreleri M. luteus, S. aureus, B. subtilis, E. coli, E. coli ve K. pneumoniae bakterileri
ile C. albicans iizerinde antimikrobiyal aktiviteleri i¢in yapilan ¢aligmada, tiim ekstraktlarin
bakteriyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Nazaruk ve Jakoniuk (2005).Yapraklarin su

ekstrelerinde ve gram pozitif bakterilere karsi en yiiksek aktivite tespit edilmistir.

5 Cirsium tiirtiiniin (C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve C. vulgare)
metanol ekstrelerinde, S. aureus, B. subtilis, ve P. aeruginosa mikroorganizmalarinin her biri
icin antimikrobiyal aktivite arastirilmistir (Borawska ve arkadaslari (2010)). Elde edilen
ekstraktlarda minimum inhibisyon (MIK) konsantrasyonlari, ekstratlarin gram pozitif
bakteriler tizerine (1.56-25.0 mg/mL), gram negatif bakterilerden (12.5-50.0 mg/mL) daha
yiiksek inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir.

C. arvense bitkisinin, n-hekzan, kloroform, etilasetat ve n-biitanol ekstrelerinde, S.
aureus ve M. luteus gram pozitif mikroorganizmayla ve E. coli, E. pseudomonas, E.
aeruginosa, Enterobacter ile K. pneumoniae olmak tizere dort gram negatif mikroorganizma
iizerinde, antifungal ve antibakteriyel aktivite arastirilmistir. Bulunan MIK degerleri goz
oniinde bulunduruldugunda, en aktif ekstrenin kloroform oldugu tespit edilmistir (Khan ve

arkadaglar1 (2011).

C. arvense, C. vulgare ve C. palustre bitkileri etanol ile eksre edilmis ve ekstrelerde
antimikrobiyal aktivite tayini ¢alisilmistir. MIK degerleri gram pozitif mikroorganizmalari
icin  hesaplandigindal87.5 ila 365 mg/mL arasinda bulunurken; gram negatif
mikroorganizmalar (E. coli ve S. typhimurium) {izerinde de C. palustre bitkisinin en iyi

aktivite gosterdigi bulunmustur (Kenny ve arkadaslar1 (2014)).

2.2. Ugucu Yaglar ve Ozellikleri

Ucucu yaglar genellikle renksiz ya da ¢ok acgik sari renkli olan, ugucu ve oda
sicakliginda da sivi halde olan, bitkilerin meyve, kabuk, yaprak ya da kok kisimlarindan elde
edilen, kokusu kuvvetli olan dogal iiriinlerdir. Kokularinin giizel olmasindan dolay1 da eterik
yag veya esans olarak da adlandirilmaktadir. Sabit yaglardan farklhidir, su ile karigmazlar
(Cellat 2011).

Bitkilerin bir ¢ogunun kendine 6zgii kokularmin olmasi igermis olduklart ugucu
yagdan kaynaklanmaktir. Ugucu yaglarin bir ¢cogu giizel kokuludur, bu 6zelliginden dolay:

esans olarak da adlandirilir. Su ile karismadigindan ve suyun yiizeyinde tabaka
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olusturdugundan yag olarak da isimlendirilmektedir. Sabit yaglarla kiyaslandiginda aralarinda
onemli farkliliklar vardir. Ornegin; sabit yaglar, su buharinda siiriiklenmemekteyken ugucu
yaglar su buhari ile stiriiklenebilmekte, siizge¢ kagidi iizerinde sabit yaglar kalici leke
birakirken ugucu yaglar siizge¢ kagidi tierinde sabit yaglar gibi kalic1 leke birakmamaktadir.
Sabit yag ve ugucu yag arasinda ki bir diger 6nemli farklilik ise ugucu yaglarin sulu etanolde
¢ozlinebilme 6zelligidir (Ceylan 1997).

Ugucu vyaglarin kimyasal yapilarmin en biiylik boliimii terpenlerden meydana
gelmektedir. Ayrica az miktarda aldehit, azot, ester, alkol, fenol ve kiikiirt igeren bilesiklerde
bulunmaktadir. Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli tiirevler tat, koku ve
terapotik 6zellikteki maddelerdir (Linskens ve Jackson 1997).

Ucucu yaglarin koku ve tat endiistrilerinde 6nemli bir yeri vardir. Yaygin olarak
kozmetik, gida, ila¢ ve temizlik iiriinlerinde kullanilmaktadir. Ilag endiistrisindeki kullanimi
gittikge artan; antifungal, antiviral, sedatif, analjezik gibi etkileri de bulunmaktadir. Ugucu
yaglarin ortak Ozelligi antibiyotik, dezenfekte edici, bagisiklik sistemini giiglendirici
etkileridir (Cellat 2011).

Ucgucu yag iiretimi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yapilmaktadir. Ulkemiz
ucucu yag iceren bitkiler bakimindan olduk¢a zengin bir floraya sahip olmasina ragmen, giil
disindaki ugucu yag bitkilerinin {iretim alanlari bulunmamaktadir (Tanker 1976, Ceylan

1997).

2.3. Ugucu Yaglarin Smiflandirilmasi
Ugucu yaglar kimyasal bilesimleri, aromatik 6zellikleri, farmakolojik ve terapotik

etkilerine gore siniflandirilabilir (Ceylan 1997).

2.3.1. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesimlerine Gore Simiflandirilmasi
Kimyasal bilesimlerine gore siniflandirdigimizda ugucu yaglar1 terpenik maddeler,
aromatik maddeler, azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler ve diiz zincirli hidrokarbonlar olmak

tizere 4 grup altinda toplayabiliriz (Guenther ve ark. 1967).

2.3.1.1. Terpenler

Ucucu yaglarin yaklasik %90’m1 terpenik maddelerden olusurken, terpenik
maddelerde ugucu yaglarin icinde mono, seski ve diterpen olmak iizere 3 gruba ayrilir.
Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli tiirevler, ugucu yaglarin kendine 6zgii

kokusunu, tadim1 ve terapotik oOzelligini verdigi icin, ucucu yag iceren bitkilerde
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incelendiginde icerdikleri oksijenli bilesikler degerlendirilir. Her ne kadar terpenlerin kokular1
varsa da oksijenli bilesiklerle kiyaslandiginda sahip olduklari kokunun tiimiine olan etkileri
oldukca azdir (Boydag 2004).

Terpenler, izopropen birimleri (CH,=C(CH3)-CH=CH,) den olusmaktadir ve
izopropen birimleri iki doymamig bag iceren ve 5 karbon tagiyan birimlerdir.
Monoterpenler (Cio): ki izopropen initesinden olusan CigH1s molekiiliine sahip bilesikler
olup yaygin olarak bitki aleminde bulunurlar. Gida ve parflimeri maddelerinde koku verici
olarak kullanilan monoterpenler 3 alt gup altinda toplanabilir. Bu 3 alt grup; etken maddesi
asiklik olan monoterpen tiirevleri, monosiklik monoterpen tiirevleri ve bisiklik olan

monoterpen tiirevleridir.

Tablo 2.2. Bazi bitkilerde bulunan monoterpenler siniflari

Asiklik Monoterpen Monosiklik Monoterpen Bisiklik Monoterpen
Tiirevleri Tiirevleri Tiirevleri
Giil, bergamut, limon | Nane, kimyon, defne vb. | Pelin otu, kus dili,
safran vb. solucan otu vb.

Seskiterpenler (Cis): 3 izopropen tinitesinden olusmakta olup, C15H24 molekiiliine sahip olan
bu bilesikler terpenoitlerin en genis smifin1 olusturmaktadirlar. Ozellikle ilag ve tat bilesimi
olarak biiyiik degeri olan seskiterpenler, asiklik, monosiklik ve trisiklik terpenler olmak iizere
alt siniflara ayrilmaktadir. Ornek olarak bisabolol, kamazulen verilebilir (Connolly ve Hill
1991, Devon 1972, Djerassi 1994a, Djerassi 1994b, Fischer 1990) (Sekil 2.3).

Diterpenler (Cy) ve Triterpenler (Csp): Diterpenler daha az ugucu olup, triterpenler ve
sterolleri ugucu olmayan terpenlerdir. (Heath 1981). Terpenik ve aromatik maddelerin
oksijenli veya oksijensiz tilirevlerinden bir ¢ogu bir ugucu yagda karisim halinde bulunurken,
oksijensiz olanlar genellikle kolay ugucu maddelerdir. Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan
oksijenli tiirevler, ucucu yagin kendisine 0zgii kokusunu, terapotik ozelligini ve tadinin

ozelligini belirler.
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Sekil 2.3 Bisabolol ve kamazulenin kimyasal yapilar

Ucucu yaglarin yapisinda hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, fenol ve fenol

eterleri, kinonlar, asitler, esterler, laktonlar, furan tiirevleri, oksitler ile azot ve kiikiirt igeren

bilesiklerde bulunmaktadir (Guenther, 1948)

2.3.2. Ucucu Yaglarin Aromatik Ozelliklerine Gore Siniflandirilmasi

Ucgucu yaglar koku ve tat ozelliklerine gore gruplandirildiginda {ige ayrilmaktadir.

Bunlar;
e (Cok kokulu ve tad1 iyi olanlar (Aromatika),
12



e Kokulu ve tad1 ac1 olanlar (Aromatika-aroma),

e Kokulu ve tadi keskin olanlar (Aromatika-acria) (Cellat 2011).

2.3.3. Farmakolojik ve Terapétik Ozelliklerine Gore Siniflandiriiimasi

Terapotik etki ve farmakolojik olarak smiflandirildiginda bu grupta yer alan ugucu
yaglar genellikle tedavi amaghdir. Bu grupta yer alan ugucu yaglar alternatif tibbin 6nem
kazanmasiyla 6nemleri artmistir (Ceylan 1997). Farmakolojik etkilerine gore de ugucu yaglar,
antiromatizmal, Oksiiriik kesici, idrar soktiiriicii, iltihap azaltan, dezenfektan vs. gibi

gruplandirmaya tabi tutulurlar.

2.4.Ucucu Yaglarin Eldesi

Ucucu yaglar bitkilerden, 1s1 ve suya hassasiyetleri, yogunluklart ve sudaki
¢ozliniirliiklerine bagl olarak farkli yontemlerle elde edilmektedir (Kulkarni ve ark.1982,
Lawrence 1995, Wijesejera 1990).

Dogal bitkisel iiriinler géz Oniine alindiginda, materyali ekstraksiyon Oncesi bitkinin
sec¢imi, toplanmasi, tanimlanmasi, kuruma ve ogiitme gibi bir takim hazirlik basamaklarindan
ge¢mektedir (Sarker ve ark. 2006). Genellikte toz hale getirilen kuru materyaller, yaprak vb.
organlar1 kullanilan taze bitkiler alkol gibi bir ¢oziicliyle maserasyon uygulanir ve homojenize
edilmis olur (Wijesekera 1991).

Ucgucu yag eldesinde uygulanmakta olan yontemler, sikma, ekstraksiyon ve distilasyondir.

2.4.1. Distilasyon Yontemi

Distilasyon, kaynama noktas1 veya uguculuk farki olan iki veya daha fazla sivinin
bilesenlerine ayirma islemidir. Ucguculuklar1 birbirinden farkli olan bilesenleri karisim

igerisinden bu yontem ile ayrilmasidir (Mujtaba 2004).

Ucucu bilesiklerin su buhar1 ile siiriiklenebilme 6zelliklerinden yararlanilarak
distilasyonla elde edilmekeri miimkiindiir ve ugucu yaglarin eldesinde kullanilan yontemler,
su distilasyonu, buhar distilasyonu, su-bubar distilasyonu, kuru distilasyon ve

hidrodifiizyondur.
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Distilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglar, az miktarda kaynama noktasi yiiksek
ve suda coziinen bilesikler igermekte ve yiiksek oranda kaynama noktasi olan diisiik
bilesiklerdir.

2.4.1.1. Su Distilasyon

Su distilasyonu, bilinen en eski ve yaygin olarak kullanilan geleneksel bir yontem
olmakla birlite, 1sitmayla bozulmayan, kuru ve taze bitkisel materyala uygulanmakta olan bir
metottur. Bu metotta, bitki materyalinin iistiinli 6rtecek kadar su eklenip, 1sitilir ve kaynama
sirasinda buhar ile ugucu yag siiriikklenir. Bu metotta bitki her zaman su ile direkt temas
halindedir. Siiriiklenen ugucu yag sogutucuda kondanse olup toplama kabina gelen ugucu yag,

yogunluk farkindan dolay1 genelde suyun iistiinde birikmektedir.

Elde edilen ucucu yag miktar1 volumetrik olarak ifade edilmektedir. Bu yontem kok ya
da odun unu gibi toz halideki materyallere uygulandiginda en iyi sonucu vermektedir (Baser
ve ark. 1998).

2.4.1.2. Buhar Distilasyonu

Bu metot en yaygin olan metotlardan biri olup bitki materyali kazandaki 1zgara {izerine
yiiklenir. Izgara altina yerlestirilmis delikli buhar halkalar1 yardimiyla da baska bir yerde
tiretilmis doygun su buhar1 bitki igerisine piiskiirtiiliir. Ugucu yag hiicre zari igerisinde sulu
cozeltiye difiizyonundan sonra ise buharlasip yiikselen buharla tasimmaktadir. Bu yilizden
yagin tamamiyla distile edilebilmesi i¢in buhar i¢inde belli bir miktarda nemin bulunmasi

gerekmektedir.

Buhar distilasyonu yonteminde ayrica buharin hizi ve 1sist kontol altinda tutulabilir.
Sicaklikla bozulabilen ve kolayca hidrolize olabilen bilesikleri igeren bitkisel materyallere
uygulanabilen, biiylik 6l¢iide en ¢ok tercih edilmekte olan ugucu yag iiretim metodur (Thapa

1989, Wijesekera 1993, Lawrence 1995, Boydag 2004).
2.4.1.3. Su-Buhar Distilasyonu

Materyal, kazanlarmn alt kisminda su bulunan 1zgaralar iizerine yerlestirilir ve baska bir
kaynakta iiretilen su buhar1 kazana gonderilerek kaynamanin olmasi saglanir. Su buhariyla
stiriiklenen ugucu yag ve su toplama kabinda birikirken, kazanin alt kismindan da sulu ekstre

elde edilmis olunur. Cok gelismeyen teknolojilerde ve arazide yapilmakta olan distilasyonlar
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da bu metot kullanilmaktadir. Su buhar distilasyonu buhar distilasyonu kadar verimli

olmamaktadir (Baser ve ark. 1998).
2.4.1.4. Hidrodifiizyon

Bitkisel dokulardaki ugucu yagmn bir kismi yiizeyde bulunurken bir kismi da i¢
dokularda bulundugu i¢in distilasyon sirasinda buhar kuru hiicre memranina tam olarak niifuz
etmeyebilir. Ugucu yag eger yiizeye yakin olmayan bolgelerde ise difiizyondan sonra yiizeye

ulasir, boylece buhar ile siiriiklenmis olur.

Bu yontemle elde edilmekte olan ugucu yag miktar1 yiiksek olmakla birlikte suda
¢Oziinen maddelerin ya da sabit yaglarin ucucu yaga gecmesi nedeniyle endiistriyel

kullanimina ¢ok fazla rastlanmamaktadir (Baser ve ark. 1998).
2.4.2. Ekstraksiyon

Ucgucu yaglarin eldesinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri; organik c¢oziici ile

ekstraksiyon, sabit yag ile ekstraksiyon ve sivilagtirilmis gazlarla ekstraksiyondur.
2.4.2.1. Organik Coziicii ile Ekstraksiyon

Ugucu yag igeren, drog, benzen, hekzan ve heptan gibi uygun bir ¢oziicii ile ekste
edildiginde ugucu yag, sabit yag, mum ve boya maddeleri organik ¢6ziiciiye gegmektedir.
Organik ¢Oziiciiniin algak basingta ucurulmasiyla birlikte elde edilen iriin, Konkret olarak
adlandirilmaktadir. Konkret’ten ugucu bilesikleri almak i¢in etanolle tiiketilir. Etanollii
ekstrenin sogutulmasiyla da i¢inde ¢oziinmeyen maddeler ¢oktiirilerek ayrilmaktadir (Baser

ve ark. 1998).
2.4.2.2. Sabit Yag ile Ekstraksiyon

Bu yontem, ugucu yag miktarinin az oldugu ve diger distilasyon yontemlerinin uygun
olmadig1 durumlarda kokusuz, renksiz ve yumusak bir sabit yag ucucu yag eldesinde

kullanilmakta ve en ¢ok da saf domuz yaginda uygulanmaktadir (Baser ve ark. 1998).
2.4.2.3. Sivilastirllmis Gazlarla Ekstraksiyon

Bu yontemde ¢6ziicii olarak en ¢ok CO; kullanilmakta ve islem sivilastirilmis gazlarin,
kritik noktasi civarinda (73 kg/cm2 basing ve 31°C sicaklikta), yiiksek basingli ekstraksiyon

kabinda drog iizerinden sirkiilasyonu ile yapilir. Coziicii gaz, ekstreden basincin degismesi
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veya buharlagtirilmasiyla uzaklastirilmas: saglanmaktadir. Bu metotla elde edilen iiriin ¢oziicii
art1ig1 tagimamasindan dolay1 oldukc¢a degerlidir ve sisteminin kurulmast maliyetli oldugundan

pahali iirtinlerin eldesinde kullanilmasi tercih edilmektedir (Baser ve ark. 1998).

2.4.3. Sikma

Narenciye kabuklar1 gibi diger distilasyon yontemleri ile bozunan materyallerin
preslenmesinde sikma veya benzeri mekanik yollar ger¢eklestirilir. Sikismis kabuklarin su ile
yikanmasi sonucu ayrilan su-yag emiilsiyonu da bir kapta toplanir ve bu emiilsiyonun

santrifiij edilmesiyle de ucucu yaglar elde edilmektedir (Baser ve ark. 1998).
2.5. Kromatografi

Kromatografi bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyici-mobil)
bir faz yardimiyla sabit (durgun-adsorban) bir faz arasindan bu fazlar arasindaki farkl
etkilesimlerinden dolay1 degisik hizlarda hareket etmeleri esasina dayanarak bilesenlerin
birbirlerinden ayrilmasi yontemidir. Kromatografi esas olarak, durgun faz tarafindan kuvvetle
tutulan numune bilesenlerinin, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket etmesi ve fakat
durgun faz tarafindan zayifca tutulan numune bilesenlerinin hizli hareket etmesiyle ayrimin
saglanmasidir. Boylece numune bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif tayin edilebilirler
(Tonbul 2015).

Kromatografi ayrilma mekanizmalarina, uygulama bi¢imine gore ve faz tiplerine gore

siniflandirilmaktadir.

1. Ayrilma Mekanizmalarina Gore

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Partisyon kromatografisi

e lIyon degistirme kromatografisi

e Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
e Iyon ¢ifti kromatografisi

e Afinite kromatografisi

2. Uygulama Bicimine Gore
e Diizlemsel kromatografi

e Kagit kromatografisi
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e Ince tabaka kromatografisi (TLC)

e Kolon kromatografisi

e Gaz kromatografisi (GC)

e Yiiksek basingli stvi kromatografisi (HPLC)

3. Faz Tiplerine Gore

e Sivi kromatografisi
e Sivi-Kat1 kromatografisi
e  S1vi-Sivi kromatografisi
e Gaz kromatografisi
e Gaz-Kat1 kromatografisi
e (Gaz-Sivi kromatografisi

2.5.1. Gaz Kromatografisi

Kromatografik ayirmalarda ornek gaz, sivi veya siiperkritik akiskan olan bir mobil
fazda ¢oziiliir. Bu mobil faz kendisiyle karigsmayan (¢coziinmeyen, reaksiyon vermeyen), bir
kolon igine veya kat1 yiizey iizerine yerlestirilmis olan bir sabit fazda harekete zorlanir. Ornek
bilesenleri sabit ve mobil fazlarda farkli derecede dagilim gosterirler. Bilesenler sabit faz
tizerinde alikonurlarken mobil faz akisiyla yavasca hareket ederler. Boylece sabit faz
tarafindan zayif tutulan bilesenler daha hizli hareket ederler. Sonug¢ olarak hareket hizindaki
bu farkliliktan dolay1r 6rnek bilesenleri kalitatif veya kantitatif analiz edilebilecek bantlara
ayrilirlar. Yontemin basit olusu, caligma kolaylig1 ve zamandan tasarruf saglamasi yoniinden
klasik ayirma yoOntemlerine gore {stiinlik saglamaktadir. Kromatografik yontemlerle
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin bilesenlerden olusan karigimlar tiimiiyle,
kolayca ve kisa siirede ayirmak miimkiin olmaktadir. Fiziksel bir ayirma yontemi olan
kromatografinin diger bir avantaji karisitmdan hicbir maddenin kaybolmamasi ve yeni bir
maddenin kimyasal reaksiyonlarla olusmamasidir (Sahin 2016).

Bir maddenin gaz kromatografi cihaziyla analizinin yapilabilmesi i¢in;

a- Molekiil yapisinin sicakliga dayanikli olmasi, sicaklikla bozunmamasi,
b- Maddenin buharlasabilir olmasi,

c- Molekiil agirliginin <400 amu olmasi,

d- Gaz fazda stabil olmasi ve tastyici gazlarla reaksiyona girmemesi,

e-Analiz edilen diger maddelerle reaksiyona girmemesi gerekmektedir.

Gaz kromatografi cihazlarinin ¢alisma prensipleri su sekildedir;
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1. Analiz edilecek numunenin uygun numune hazirlama yontemlerine gore hazirlanarak cam
viallere alinmasi1 ve cam viallerin cihaz lizerinde belirlenen kisma yerlestirilmesi,

2. Cihazin hangi numuneyi hangi metotta ve hangi hacimde g¢alisacagini belirten ¢alisma
tablosunun yazilmasi,

3. Numune vialinden belirlenen miktarda numunenin otoenjektor vasitasiyla alinmasi ve
enjeksiyon bloguna gonderilmesi,

4. Enjeksiyon blogunda sicaklikla numunenin buharlastirilmasi, gerekirse tercihe gore
numunenin tamaminin (splitless) veya bir kisminin (split) tasiyici gaz yardimiyla kapiler
kolona taginmasi ve eliisyon isleminin baglamasi,

5. Numune bilesenlerinin kolonda tutunmalarina gore ilerleyerek (her bilesen partisyon
katsayis1 K’ya bagli olarak farkli hizlarda hareket edecektir) dedektore ulagsmasi ve dedektor
sinyallerinin kaydediciye iletilerek pik yiiksekligi veya pik alan1 olarak kaydedilmesi,
enjeksiyon baslangicindan dedektor sinyalinin kaydedilmesine kadar gegen zaman o bilesen
icin tutunma zamani (retention time, tR) olarak kaydedilmektedir. Gaz kromatografi
cihazlarinda tutunma zamanlarina gore kalitatif analiz, pik alanlar1 veya yiiksekliklerine gore
de kantitatif analizler yapilabilmektedir. Sekil de gaz kromatografi cihazinin bilesenleri

gosterilmistir (Sahin 2016)
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Sekil 2.4 Gaz kromatografi cihazinin boliimleri
2.5.1.1.Tasiyic1 Gaz

Gaz kromatografisinde mobil faz tasiyict gaz olarak adlandirilmaktadir. Tasiyic1 gaz

inert olmalidir. Tas1yic1 gaz olarak argon, azot ve hidrojen de kullanilabilmesine ragmen en
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yaygin olarak helyum kullanilmaktadir. Tasiyic1 gaz olarak helyum tercih edilmesinin nedeni
hidrojen gibi potansiyel patlama tehlikesinin olmamasi ve diger tasiyict gazlara gore
hassasiyet diismesine sebep olmamasidir. Gaz kromatografi cihazlarinda kullanilan biitiin

gazlar cihaza girmeden Once gaz filtrelerinden (molekiiler elek) gecirilmelidir.

Tastyict gaz akis hiz1 gaz kromatografi cihazlarinda sabit akis (constantflow) ve sabit
basing (constantpressure) olmak {iizere 2 farkli sekilde ayarlanabilmektedir. Basing-akis
degisikligi kullanic1 tarafindan programlanmasina ragmen firin programindaki sicaklik
degisiklikleri nedeniyle sabit basing altinda akisin devamli degisiklik gdstermesi nedeniyle

sabit akis modunda ¢alisma daha ¢ok tercih edilmektedir (Sahin 2016).

2.5.1.2. Numune Girisi

Gaz kromatografi cihazlarinda numune cihaz iizerine monte edilmis bir otoenjektor
vasitasiyla enjeksiyon bloguna gonderilir. Enjeksiyon blogu sicakligi numunedeki en az
ucucu bilesenin kaynama noktasinin en az 50 °C iizerinde olmasi ayrica kolon girisinde
yogunlagsmaya sebep olmamak icin metot baslangic sicaklifindan diisiik olmasi
gerekmektedir. Numune enjeksiyon blogunun i¢inde sicaklikla buharlasir, tasiyici gazla
seyreltilir ve kolona girer. Yiiksek kolon verimi ve numuneden numuneye tasimanin
engellenmesi agisindan kolona giren numune miktart dnemlidir. Numune miktarinin fazla
olmast ve/veya yavas enjekte edilmesi (manuel enjeksiyonlarda) bant genislemesine ve
ayrilmanin 1yi olmamasina sebep olabilir. Calisilan numunenin konsantrasyonuna gore bir
kismimin (split) veya tamaminin (splitless) cihaza enjekte edilmesi gerekebilir. Cihaz

tizerindeki yazilim vasitasiyla metotlarda bu tiir tercihler analiz baslangicinda yapilabilir

(Sahin 2016).

2.5.1.3. Kromatografik Kolon

Gaz kromatografi cihazlarinda dolgulu ve kilcal (kapiler) olmak tizere 2 ¢esit kolon
kullanilmaktadir. Gliniimiizde daha ¢ok kapiler kolonlar tercih edilmektedir. Kolon yapiminda
¢ogunlukla paslanmaz gelik ve ergitilmis silis, nadiren de cam ve teflon kullanilir. Kolonlar
kolon firinlarina sigmalar1 i¢in bobinler halinde sarilir. Kolonlarin sabit fazi kat1 veya kati
yiizeyine emdirilmis bir s1v1 olabilir. Kullanilan kolon tipine gore gaz kromatografisi gaz-kati
kromatografisi(sabit faz kat1) ve gaz-sivi kromatografisi (sabit faz sivi) olmak {lizere ikiye

ayrilmaktadir (Sahin 2016).
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1-Gaz-kat1 kromatografisi: Sabit faz olarak silikajel, aliimina veya aktif komiir gibi
maddelerin kullanildigi, zayif adsorbsiyon prensibine dayali bu ydntemde birbirinden
ayrilmasi zor ve kuyruklu pikler elde edilir. Bu yontem daha ¢ok kii¢iik molekiillii maddelerin

ayrilmasinda kullanilir.

2-Gaz-S1vi kromatografisi: Bu yontemde kolon ¢apt 0,3-0,5 mm olan kapiler kolonlar
kullanilir. Bu kolonlarda gozenekli bir kat1 faz iizerine emdirilmis biiyiik molekiillii 6zel bir
stvi faz bulunmaktadir. Sabit fazi1 veya dolgu maddesi 6zel bir sivi ile kaplanmis kolonlar
SCOT (supportcoatedopentubuler), i¢ ylizeyi 6zel bir sivi ile kaplanmis kolonlar WCOT
(wallcoatedopentubuler) olarak adlandirilmaktadir. WCOT kolonlar icleri bos ve agik uclu
kolonlardir. Kolonlarin i¢ yiizeyleri biiyiilk molekiillii 6zel bir siv1 ile kaplidir. Bu kolonlar
bakir, aliminyum, paslanmaz ¢elik veya camdan yapilabilmektedir (Sahin 2016).

Kaynama noktas1 genis bir aralikta seyreden bilesenler i¢in kolon firinlarinin sicaklik
programlanabilir olmasi1 gerekmektedir. Bu durumda ayrilma devam ederken sicaklik siirekli
olarak veya basamakli olarak degistirilebilir. Kapiler kolonlarla ¢alisirken kolon i¢inde gaz
akis1 yokken firina yiiksek sicakliklar vermemek ve cihazin ¢alismadigi durumlarda kolonun
belli bir kondiisyonda diisiikte olsa gaz akisi olacak sekilde bekletilmesi tekrarlanabilir
sonuclar almak acisindan Onemlidir. Bu uygulama ayni zamanda kolon Omriinii de
uzatmaktadir. Gaz kromatografi cihazlarinda numune miktari, kolon uzunlugu, calisilan
numuneye uygun kolon dolgu maddesi, sicaklik programi, tasiyici gaz, tastyici gaz akis hizi

uygun bir sekilde secilerek tatmin edici bir ayirma elde etmek miimkiindiir (Sahin 2016).

2.5.1.4. Sicakhigin Etkisi ve Kontrolii

Gaz kromatografisinde ama¢ numune bilesenlerinin kolon boyunca gaz fazinda
ilerlemesidir. Kaynama noktast en yiiksek olan bilesenin tasiyict gaz iginde siiratle
buharlagsmasina imkan vermek icin kolon sicakliginin yeteri kadar yiiksek olmasi
gerekmektedir. Sicaklik yeteri kadar yiiksek degilse numune kolondan gecerken ¢ok yavas
hareket edecek bu da analiz zamaninin yiikselmesine, piklerin genislemesine ve hassasiyetin
diismesine sebep olacaktir. Eger kolon sicaklig1 ¢ok yiiksek olursa numune bilesenleri kolonu
hizlica terk edecek ve uygun bir ayrilma saglanamayacaktir. Kolon sicakligini genis bir aralik
icinde ayarlayabilmek ve kontrol edebilmek bu sebeple ¢ok dnemlidir. Kaynama noktas1 genis
bir aralikta degisen bilesenler igin genellikle sicaklik programlamasi(gradient,kademeli)
yapilarak piklerin daha iyi ayrilmasi saglanabilir. Bu durumda ayrilma siirerken sicaklik

stirekli olarak veya basamaklar halinde arttirilir.
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Izotermal calismalarda firm sicakligi analiz boyunca sabit tutulmakta ve ge¢ ¢ikan
piklerde yiliksek pik genislemesi goriilmektedir. Sicaklik programi uygulandiginda daha kisa
siireli analizlerde daha diizgiin pikler elde edilebilirken artan kolon kanamasiyla baseline
kaymalari goriilebilmektedir (Sahin 2016).
2.5.1.5. Gaz Kromatografi Dedektorleri

Dedektor kolonda ayrilan bilesenleri algilayan ve onlar1 elektronik sinyallere
doniistiiren elektronik birimdir.Ideal bir dedektor ilgilenilen maddelere kars1 yeterince hassas,
stabil ve tekrarlanabilirligi iyi olmalidir. Calisilacak madde konsantrasyonlar1 i¢in yeterli bir
lineer aralikta calisabilmelidir. Oda sicakligindan 400°C ye kadar calisabilmelidir. Akis
hizindan bagimsiz olarak algi-cevap siiresi kisa olmalidir. Genis bir aralikta maddeye kars1
hassas olmal1 ve drnekten olumsuz etkilenmemelidir. Uygulandiklart numune tiplerine gore

gaz kromatografidedektorleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Sahin 2016).

Tablo.2.3. Gaz kromatografidedektorlerinin uygulandigi numune tipleri(Skoog&Leary 1992)

Dedektor tipi Uygulanan numuneler
Alev iyonlagma(FID) Hidrokarbonlar
Termal iletkenlik(TCD) Her tip bilesik
Elektron yakalama(ECD) Halojenli bilesikler
Kiitle spektrometre(MS) Her tiir i¢in ayarlanabilir
Termiyonik(NPD) Azot ve fosfor bilesikleri
Elektrolitik iletkenlik(Hall) Halojen,kiikiirt veya azot iceren bilesikler
Fotoiyonlagma UV 1sintyla iyonlasan bilesikler
Fourier doniisiimli IR(FTIR) Organik bilesikler

Alev iyonlagma dedektorii gaz kromatografide en yaygin ve uygulama alan1 en genis
dedektorlerdendir. Kolondan gelen karisim hidrojen-hava alevine yonlendirilir. Organik
bilesiklerin ¢ogu bu alevde piroliz edildiginde elektronlar ve iyonlar iretirler. Olusan bu

elektron ve iyonlar alev boyunca elektrik iletkenligi saglarlar.
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Gaz kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC/MS), karmasik organik ve biyokimyasal
karisimlarin analizi i¢in kullanilan giiclii bir sistemdir. Bu uygulamada kromatografik
kolondan c¢ikan bilesikler i¢in ayr1 ayri1 spektrumlar toplanir. Bu spektrumlar daha sonra
islenmek {izere bir bilgisayarda depolanir. Kiitle spektrometresi ayrica ugucu olmayan
bilesenler igeren numunelerin analizi i¢in s1v1 kromatografi ile de birlestirilmistir (LC/MS).
Her iki ikili yontemin de gelistirilmesi sirasinda ¢oziilmesi gereken en biiyiik problem,
kromatografi sisteminde tasiyict gaz yada sivi ile biiylik dlgiide seyrelmenin olmasi yani
tastyicit miktarinin numuneye gore ¢ok olmasidir. Bu nedenle, numuneyi kiitle spektrometreye

gondermeden Once bu gaz yada siviy1 uzaklastirmak i¢in yontemler gerekir (Sahin 2016).

2.6. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen ve dldiiren, dogal
veya sentetik yolla elde edilen kimyasallar olup etkileri tiremeyi durdurucu ya da oldiiriici
olabilmektedir. Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan sagligi i¢in 6nemli olan
ozellikleri 1900’14 yillardan itibaren arastirilmaya baslanmis ve ilaglara alternatif olarak
antimikrobiyal 0zellik goseren bitkilerin arastirmacilar tarafindan kullanilabilirligi
belirtilmistir (Tekerlek 2013). Ilaglara alternatif olarak tibbi bitkiler kullanilmakta olup, baz

geleneksel bitkiler de antimikrobiyal olarak kullanilmaktadr.

Antifungal madde viicutta, cilt ve mukozalardaki fungal enfeksiyonlarina kars1 etkili
olan kimyasal maddeler olup genellikle antibakteriyel maddelere nazaran daha kuvvetli
maddelerdir. Bunun nedeni ise mantarlarin, bakterilerin aksine belli ¢ekirdek yapisina ve zarl

zarsiz organellere sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (Yalgin 2006).

Son yillarda enfekte hastaliklarin tedavisinde kullanilan ticari antimikrobiyal ilaglarin
gelisigiizel kullanimindan dolay: insandaki patojenik mikroorganizmalar bir¢ok ilaca karsi
direng gelistirmistir. Bu durum bilim adamlarinin ¢esitli kaynaklardan yeni antimikrobiyal 6z
bulmalarint zorunlu kilmistir (Karaman ve ark. 2003). Bugiin enfekte hastaliklarla savasta
onemli bir kaynak olmaya devam eden antimikrobiyal aktiviteye sahip bitkiler hastaliklarin
tedavisinde modern ilaglara bile meydan okuyabilecek 6zelliktedir (Yi ve ark. 2007).

Gerek aromatik gerekse tibbi bitkilerin c¢esitli yontemlerle elde edilen 06ziitlerinin
antibakteriyel etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bakterilerde gelisen antibiyotik
direngliliginin 6nlenmesinde ilaglara alternatif olarak bitkilerin ve bitkisel {riinlerin, bazi

geleneksel antimikrobiyal olarak kullamilmalar1 onerilmektedir (Toroglu 2006). Invitro

22



ortamda yapilmis olan pek c¢ok c¢alismada da g¢esitli bitkilerden elde edilmis Oziitlerin
antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 gdsterilmistir (Esen 2008).

Antimikrobiyal ve antifungal aktivite belirlenmesinde bir¢ok metot kullanilmakta
olup, c¢alismamizda sivi mikrodiliisyon yontemi, C. creticum bitkisinden elde edilen 4
ekstrede (n-hekzan, metanol, etilasetat ve dietileter ekstreleri) antimikrobiyal ve antifungal

aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
2.6.1.Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
2.6.1.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Antimikrobiyal aktivite mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitenin varliginin

ve derecesinin belirlenmesiyle tayin edilir (Hacioglu 2005).

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan testler difiizyon ve diliisyon

yontemleri olmak tizere iki sekilde incelenmektedir.

e Diliisyon Yontemi

e Difiizyon Yontemi
2.6.1.1.1. Diliisyon yontemi

Bir organizmanin antibiyotiklere olan duyarliligini tayin etmek i¢in diliisyon yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemde, antibiyotiklerin sivi veya kati (agarda diliisyon) besiyerlerinde
bir seri halinde seyreltilmistir. Daha sonra her bir seyreltme ortamina, duyarlilig: belirlenecek
olan bakterinin belirli sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda eklenmistir. Deney
serileri uygun sicaklik (35-37 °C’de) ve siirede (bakterinin {iremesi igin yaklasik 16-20 saat)
bekletildikten sonra, sonuglar ile bakterinin {iremesini durduran en az antibiyotik miktar
(minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)) belirlenmektedir. Uremenin varligi ya da
yoklugu; antimikrobiyal maddenin kullanilan organizmaya kars1 hangi konsantrasyonda etkili
olmasiyla tespit edilmektedir. ~Antimikrobiyal madde konsantrasyonu inhibitor
konsantrasyonunun altindaysa, tiiplerde siispansiyon goriniisleri bulanik olmaktadir.
Antimikrobiyal madde konsantrasyonu eger inhibitor konsantrasyonuna esit veya yiiksek ise,
tiiplerde siispansiyon goriiniisleri berraktir (Oztiirk 2009). Bir mikroorganizmanin gelismesini
en az diizeyde engelleyecek konsantrasyon MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) olarak
adlandirilmaktadir (Bektas 2011).
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Diliisyon yontemi broth diliisyon ve agar diliisyon metodu olmak ftizere iki farkli

sekilde yapilmaktadir.
2.6.1.1.1.1 Broth Diliisyon Yontemi

Bu yontem makrodiliisyon ve mikrodiliisyon olmak {izere iki sekilde yapilmakta olup,
her iki yontemin prensibi de aynmidir. Mikrodiliisyon yonteminde daha az miktarlarda
calisildigr i¢cin makrodiliisyon yontemine gore daha ekonomiktir.Mikrodiliisyon yonteminde
steril plastikten yapilmis konik veya yuvarlak tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullanilirken,
makrodiliisyon yonteminde 13x100 liik steril test tiipler kullanilmaktadir. Hazirlanan farkli
konsantrasyondaki ugucu yag ya da diger antimikrobiyal madde diliisyonlarinin, belirli
konsantrasyondaki ~ mikroorganizmaya karsi  etkileri  incelenmektedir.  Kullanilan
mikroorganizmaya kars1 ucucu yagm etkili konsantrasyonlariyla; MIK ve MBK degerleri
{iremenin olup olmadiginda gére belirlenmektedir (Iscan ve ark. 2002, Celik E ve Celik G
2007).
2.6.1.1.1.2 Agar Diliisyon Yontemi

Bu yontemde ugucu yaglarin farkli ¢oziiciiler kullanilarak belli sicaklikta ve heniiz
katilasmamis agarda coziindiiriilmesi ile farkli konsantrasyonlart hazirlanmaktadir. Petri
kutularma dokiimden ve agarin katilasmasindan sonra farkli miktarlarda inokuliim (1-100
pL), nokta ya da siirme ekim yontemleriyle agar yiizeyine ekilmektedir. Bu yontemde farkli
ekim ydntemleri kullanilmasina ragmen, elde edilen MIK sonuglar1 hemen hemen aynidir

(Farag ve ark. 1989, Prudent ve ark. 1995, Pintore ve ark. 2002).

2.6.1.1.2. Difiizyon Yontemi

Diflizyon yontemi teknik olarak basit yontemdir. Analiz yapilirken, analizin sonucunu

etkileyecek asagidaki detaylara dikkat edilmelidir;

e Besiyeri saf hazirlanmali.

e Kullanilan agarin tipi, konsantrasyonu ve petri kutusundaki kalinlig1 ayni olmali.

e Standart ve c¢alisilacak diger suslarin  sivi  besiyerindeki  siispansiyonunun
bulanikligi/konsantrasyonu standart olmali.

e Diskler/kuyucuklar ~ mikroorganizma  ekiminden  sonraki 15 dk  ig¢inde
yerlestirilmeli/agilmali.

Petri kutular1 hemen inkiibe edilmelidir (Otiik 1992).
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2.6.1.1.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde en
stk kullanilan yontemdir. Bu yontem hem ucuz hem de uygulamasi basitir. Yontem Kirby-
Bauer tarafindan gelistirildigi icin Kirby- Bauer adiyla da adlandirilmaktadir. Yontemin
temeli; kagit disklere emdirilen antimikrobiyal maddenin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin
inokiile edildigi besiyerine difiize olmasin1 esas almaktadir. Bu yiizden, agarli besiyeri
tizerine, ¢alisilacak uygun diliisyondaki mikroorganizma kiiltiiriinden ekim yapilip agarin
bakteri siispansiyonunu emilmesi saglanmakta, sonrasin da antimikrobiyal madde emdirilmis
steril diskler yerlestirilmektedir. Uygun sicaklik ve inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zon
caplart Olgiilmesiyle yagmn c¢alisilan mikroorganizma iizerine antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmektedir (Adigiizel ve ark. 2005, Benli ve Yigit 2005). Ayrica, ugucu yagin
bakteri hiicre duvarina verecegi zararlanma ve hiicre igerik kaybi elektron mikroskobuyla
tespit edilmektedir (Burt 2004).

Bu metot, ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinliginin tespit edilmesinde uygun bir
metot olsa da elde edilen sonuglarin yayimlanmis verilerle karsilastirilmasi igin uygun bir
metot degildir. Ciinkii, inhibisyon zonunun ¢api; diskteki antimikrobiyal maddenin miktar1 ve
difiizyon yetenegi, petri kutularindaki agarin kalinlig1 gibi etmenlere bagli olarak farklilik
gosterebilmektedir (Deans ve ark. 1993, Dorman ve Deans 2000).

2.6.1.1.2.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Agar kuyucuk difiizyon yontemi cok sayida ucucu yag ve/veya bakteri izolatinin
antimikrobiyal aktivitesinin tespitinde kullanilan yontemdir (Deans ve ark. 1993, Dorman and
Deans 2000). Bu yontemin tekniginde, i¢inde test edilecek olan maddenin bulundugu bir
kuyucukla test organizmasinin bulundugu uygun bir besiyeri kullanilmakta olup, besiyerin
tizerine belirli ¢apta agilan kuyulara homojen olarak ¢oziilmiis olan ugucu yag karisimi
eklenmektedir (Turhan 2015). Kullanilan maddenin yapisal 6zelligi difiize olma yiizdesini ya
da siiresini etkiledigi icin deney sonuglarmi da etkiliyebilmektedir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda, kullanilan madde etkili ise ¢ukurlarin etrafinda belirgin bir sekilde tiremenin
olmadig1 inhibiisyon zonlar1 meydana gelmektedir. Olusan bu inhibiisyon zonlarmin caplari
Olgiilip  degerlendirilir.  Kuyucuklara eklenen maddelerin azalan veya artan
konsatrasyonlartyla, aktivite sonucu olusan inhibisyon zonu caplari da dogru orantili olarak

azalmakta veya artmaktadir (Dorman ve Deans 2000).
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2.6.1.2. Antifungal Aktivite Tayin Yontemleri

Antifungal aktivite tayini i¢in kullanilan yontemler; diliisyon yontemi, difiizyon

yontemi ve E test olmak lizere 3 baslik altinda incelenmektedir.
2.6.1.2.1. Diliisyon Y éntemi

Bu diliisyon yontemi; tiip diliisyon ve agar diliisyon olmak iizere iki bolimde
incelenmektedir. Tiip diliisyon testi, besiyeri miktarina ve yerine bagli olarak ikiye
ayrilmaktadir.  Sivi  besiyerinde, sulandirma yoOntemlerinin tiipte uygulanmasina
makrodiliisyon, mikrotitrasyon plaklar1 tizerinde uygulanmasi da mikrodiliisyon olarak

adlandirilmaktadir (Eren 2010, Yalgin 2014).

Tip diliisyon yontemiyle, antimikrobiyal —maddelerin  minimal inhibitor
konsantrasyonu belirlenmektedir. Agar diliisyon yonteminde, patojen eklenmis agarli petri
kutusuna istenilen sekilde eklenen antimikrobiyal maddelerin besiyerinde diffiize olmasi ve
diffiize oldugu alanda patojenin gelisimini engelleyip engellemediginin belirlenlenmesi temel

alinmaktadir (Dtlindar 2011).

Agar dillisyon yonteminde, her bir patojen susuna ait kolonilerin goriilmedigi en diisiik
antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu, o antimikrobiyal maddenin minimum inhibitor

konsantrasyonu degeri olarak kabul edilmektedir (Altun 2010).
2.6.1.2.2. Difiizyon Yontemi

Bu yontem disk diflizyon yontemi (Kirby-Bauner) ve cukur agar diflizyon yontemi
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Yalgin 2014). Disk difiizyon yontemi, antifungal aktivitenin
Ol¢iisii olan minimum inhibiisyon konsantrasyonu yerine inhibisyon alanimin o6l¢iildigi
metottur (Eren 2010). Bu yontemde 6 mm capindaki bos steril Whatman kagitlarindan
yapilmis disklere, hazirlanan antimikroniyal maddeden emdirilerek agar yiizeyine
yerlestirilmesi esas alinirken, ¢ukur agar difiizyon yonteminde antimikrobiyal maddenin

agarda agilan ¢ukurlara yerlestirilmesi esas alinir (Simsek 2013).
2.6.1.2.3. E Test Yontemi

Bu yontem ticari olarak kullanilan, kantitatif antifungal duyarliligi belirlemeye
yarayan bir metottur (Direkel 2010). E test yonteminde, antifungallerin emdirildigi plastik

seritin, test edilecek mikroorganizmanin yayildigi plagin yiizeyine yerlestirilir.
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Antifungallerin besiyerine difiize edilmesiyle agar ylizeyinde mikroorganizma tiiremesini
baskilamasi sonucu olusan zonun okunur ve minimum inhibilisyon konsantrasyon degeri

belirlenir (Er 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dietileter (%99.5) (Teknik)

n-Hekzan Pure Grade (Izomerleri Karigimi) (Teknik)
Metanol (Sigma Aldrich-24229)

Etilasetat (Merck-1.00864.250.0)

Mueller Hinton Broth Besiyeri (Merck-1.10293.0500)
Sabouraud Dekstroz Agar Besiyeri (BD Difco-210950)
RPMI-1640 (Sigma-R7509-500ML)

MOPS (Sigma-M3183-500G)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Terazi

Etiiv

Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi
Mc Farland Cihazi

Evaporator: Coziicliylii ekstraksiyon sonrasinda ugurmak igin; B-491 su banyosu, R-210
rotavapor, V-700 vakum pompasi ve V-855 vakum kontrol paneline sahip Buchi markali bir

cihaz kullanilmistir.

Densitometre: Bakteri siispansiyonlarinin yogunlugunu bakmak i¢in Biosan marka 565 + 15
nm dalga boyunda 0.1 McFarland hassasiyetinde 0.3-15 McFarland arasinda 6l¢iim alabilen

cihaz kullanilmustir.

3.3. Kullanilan Belirtegler ve Cozeltiler

Mueller Hinton Broth (MHB) Hazirlanisi: 21 gram toz besiyer distile su ¢oziiliip, hacmi
1000 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. Otoklavda 121 9C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta

steril islemi gerceklestirilmistir.

Nurient Agar Hazirlamisi: 20 gram toz besiyer distile su ile ¢oziiliip, hacmi 1000 mL’ye
distile su ile tamamlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta steril islemi

gergeklestirilmistir.
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3.4. Deneysel Boliim

3.4.1. Bitkinin Toplanmasi

C.creticum bitkisinin yetistigi yerler Trakya bolgesinde yapilan arazi calismalari
sonucunda tespit edilmistir. Yapilan arazi c¢alismasi sonucunda, belirlenen bdlgelerden

C.creticum bitkisi Temmuz 2017 tarihinde toplanmustir.

Bitkinin tanimlanma islemi, Namik Kemal Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Ana

Bilim Dalinda yapilmis olup, bitkiye Herbaryum numarasi verilmistir.

Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisinin herbanyum
numarasi; NGBB 7230°dur.

3.4.2. Bitkinin Ekstraksiyonu

C. creticum bitkisi toplandiktan sonra golgede kurutulup toz haline getirilip, kiigiik
kisimlara ayrilmistir. Bitkinin kuru agirhigr 583.746 gramdir. Oda kosullarinda, biiyiik cam
kavanozlarin igerisinde, her seferinde dort giin bekletilip, toplam dort kez maserasyon
yontemiyle ekstraksiyon yapilmistir. Bu ekstraksiyon islemi, artan polarite sirasiyla n-hekzan,
dietileter, etilasetat, metanol ¢oziiciileri kullanilarak gergeklestirilmis ve ¢oziiciilerin de

evaporatorde ugurulmasiyla ham ekstreler saglanmstir.

Sekil 3.1. Cam kavanozlarda bekletilen Cirsium creticum bitkisi

C. creticum n-hekzan ekstresi: 11.241 g

C. creticum dietileter ekstresi: 4.035 g
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C. creticum etilasetat ekstresi: 3.467 g
C. creticum metanol ekstresi: 41.155 g

3.4.3. C. creticum Bitkisinin n-Hekzan Ekstresinde GC-MS Yoéntemiyle Ugucu Bilesik
Tayini

Kromatografik analiz; kiitle segici bir dedektor ile kombine edilmis bir Hewlett-Pack-
ard HP 6890 serisi GC / MS cihazinda gergeklestirilmistir. HP-5MS (%5 fenil metil siloksan,
30m x 250 um x 0.25 um) kapiler kolon kullanilmistir. Helyum, 5 pL enjeksiyon hacmi ile 1.0
mL / dakika akis hizinda tasiyicit gaz olarak kullanilmistir. Numuneler, enjeksiyondan sonra
baslangigta 180°C' de tutulan kolona verilmis, daha sonra sicaklik 1 dakika tutma siiresi olan
80°C / dakika bir 1sitma rampasi ile 250°C' ye yiikseltilmistir. Sicaklik daha sonra 10 dakika
boyunca 20°C / dakika 1sitma rampasi ile 300°C' ye yiikseltilmistir. Enjeksiyon bdlme
modunda (bdlme orani: 10:1 ) gerceklestirilmistir. Arayiiz ve enjektdr sicakliklar sirasiyla
250°C ve 280°C’ dir. Calisma siiresi 49 dakika olarak kaydedilmistir. MS tarama araligi,
elektron etkisi (EI) iyonlagmasi (70 eV) ve 250°C 'lik bir iyon kaynag: sicakligr kullanilarak
m / z 20-440°dir. Bilesenlerin kiitle spektrumlarinin Wiley 9 ve NIST kiitiiphaneleri ile
karsilastirilmast yapilmistir. Ayrilan bilesiklerin goreceli yiizdesi bilgisayarli integrator
tarafindan, Toplam Iyon Kromatografisinden hesaplanmustir. Retensiyon indeksleri (RI)
kapsamli bir sekilde, ayni kromatografik sartlar altinda, bir dizi n-alkan (Cs-Cyp) serisi
kullanilarak belirlenmistir. GC/ MS analizinde, C. Creticum’un n-hekzan ekstraktlarinda,

toplam 40 biyoaktif fitokimyasal bilesik tespit edilmistir.

3.4.4. C. creticum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite
Tayini

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal ve antifungal etkilerinin

belirlenmesinde mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.

3.4.4.1 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

C. creticum, antimikrobiyal aktivite tayini i¢in;

0.952 gram n-hekzan ekstresi alinarak, 500 pL n-hekzan + 500 pL distile suda;
0.915 gram dietileter ekstresi alinarak, 500 pL dietileter + 500 pL distile suda;

1.013 gram etilasetat ekstresi alinarak, 500 uL etilasetat + 500 uL distile suda;
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1.025 gram metanol ekstresi alinarak, 500 puL. metanol + 500 pL distile suda ¢oziinerek

hazirlanmistir.

C. creticum ekstresi yukarida belirtildigi gibi hazirlanmistir. Asagida belirtilen

bakteriler antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin kullanilmustir:
Staphylococcus aureus (ATCC 43300)

Bacillus subtilis (NRRL NRS-744)

Escherichia coli (ATCC 35218)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Proteus mirabilis (ATCC 12453)

Salmonella typhimurium (ATCC 14028)

Igerisinde Nutrient Agar bulunan petrilere; bakteri stok kiiltiirleri canlandirilmast igin
ekilmis olup, 37°C de 16-18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyondan sonra,
Mueller Hinton Broth (MHB) bulunan tiiplerin igerisine besiyeri {izerinde gelisen koloniler
eklenmis ve 0.5 Mc Farlanda gore, yaklasik olarak 10® CFU/mL yogunlukta olan bakteriyel

siispansiyonlarin bulanikligi Densitometre (Biosan) ile ayarlanmistir.

Steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar bu test i¢in kullanilmistir. Yatay siranin
sonundaki kuyucuklardan biri sterilite kontrol kuyucugu olarak, digeri ise iireme kontrol
kuyucugu olarak belirlenmis olup, sterilite kontrolii olan kuyucuga 200 pnL. MHB, iireme
kontrol kuyucuguna ise 100 pnL. MHB ve 100 pL mikroorganizma siispansiyonundan ilave
edilmistir. Oncelikli olarak ekstrakt diliisyonlarinin yapilmasi igin hazirlanan MHB
besiyerinden mikroplagin her bir kuyucuguna 100’ er uL dagitilmis, ilk kuyucuga konulan
100 puL ekstrenin 10. kuyucuga kadar diliisyonu yapilmistir. Ekstrenin son konsantrasyonu
250-0.4882 mg/mL araligindadir. Minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri, bakteri
stispansiyonlarindan 100’ er uL alip hazirlanan mikroplaklara eklenmesi ve 35 + 2°C’ de 16-
20 saatlik inkiibasyon yapilmasiyla belirlenmistir. S. aureus bakterisi i¢in Penisilin G, diger
bakteriler i¢in Gentamisin antibiyotigi kontrol i¢in kullamilmistir (CLSI M07-A9, 2012) (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. Mikroplak ve ekimlerin yapilisi

3.4.4.2. Antifungal Aktivite Tayini

C. creticum, antimikrobiyal aktivite tayini i¢in;
1.015 gram n-hekzan ekstresi alinip, 500 uL n-hekzan + 500 pL distile suda;
0.940 gram dietileter ekstresi alinip, 500 pL dietileter + 500 pL distile suda;
0.341 gram etilasetat ekstresi alinip, 500 pL etilasetat + 500 pL distile suda;

1.023 gram metanol ekstresi almip, 500 pL metanol + 500 pL distile suda ¢oziinerek

hazirlanmastir.

C. creticum ekstresi yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis olup, antifungal

aktivitelerinin tespit edilmesi i¢in;

Candida glabrata (ATCC 90030)

Candida albicans (ATCC 90028)

Candida krusei (ATCC 6258)

Candida parapsilosis (ATCC 22019) mayalari,

Aspergillus fumigatus (ATCC 204305)

Penicillium chrysogenum (ATCC 48271) kiifleri test izolatlar1 olarak kullanilmistir.

RPMI 1640-L glutaminli (Gibco®) besiyeri olarak kullanilmis, tampon madde olarak
34.53 gr/L MOPS eklenip, pH: 7’ ye ayarlanmistir. Hazirlanan besiyeri filtrasyon yontemiyle

sterilize edilmis olup, kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir. Mayalarin
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antifungal duyarliligi belirlenirken, maya siispansiyonlarinin hazirlanmasi igin 24 saatlik
Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’ da gelistirilmis izolatlarin 5 mL steril serum fizyolojik
icinde homojen siispansiyonlar1 hazirlanip, bulaniklari 0.5 McFarland’a gore ayarlanmustir.
Bu islemle mililitresinde 1-5x10° hiicre icermekte olan stok maya siispansiyonlar1 elde
edilmistir. Stok maya siispansiyonu; RPMI 1640 besiyeri ile once 1/50 ve ardindan 1/20
oranlarinda seyreltilerek, testte kullamlacak olan 1-5x10° hiicre/mL’lik son konsantrasyon

elde edilmistir.

Steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar bu test i¢in kullanilmis olup, yatay
siranin sonundaki kuyucuklardan biri ireme kontrol kuyucugu , digeri ise sterilite kontrol
kuyucugu olarak belirlenmistir. Sterilite kontrolii i¢in belirlenen kuyucuga 200 pL. RPMI,
tireme igin belirlenen kontrol kuyucuguna da 100 pL RPMI ve 100 puL mikroorganizma
siispansiyonundan eklenmistir. Ik olarak ekstrakt diliisyonlarinin yapilmasi igin hazirlanan
RPMI 1640 besiyerinden mikroplagin her bir kuyucuguna 100’ er pL eklenmis, ilk kuyucuga
eklenen 100 pL ekstrenin 10. kuyucuga kadar diliisyonu yapilmistir. Ekstrelerin son
konsantrasyonu 250-0,4882 mg/mL araligindadir. 100’er pL maya siispansiyonlari hazirlanan
mikroplaklara eklenmis ve 35°C’ de 48 saatlik inkiibasyondan sonra MIK degerleri tespit
edilmigtir. CLSI M27-S3 o6nerileri dogrultusunda,  flukonazol (FLU) antifungalinin
diliisyonlar1 (0.0625-64 pug/mL) kontrol i¢in hazirlanmistir (CLSI M27-S3, 2008).

Kiiflerin antifungal duyarlilik testinde; SDA’da tiremekte olan 7 giinlik kif
kolonilerinin tizerine 1 mL steril serum fizyolojik eklenmistir. Daha sonra, koloniler 6ze ile
kazinip, pastor pipeti ile steril tiipe transfer edilmistir. 3-5 dakika agir partikiillerin ¢6kmesi
icin beklenmistir, istte kalan siispansiyon yeni bir steril tiipe aktarilarak, 15 saniye
vortekslenmistir. Konidyal siispansiyonlarin yogunluklart Thoma Laminda sporlar sayilarak
1-5x10° olacak sekilde ayarlanip, siispansiyonlarin yogunlugunun 0.4x10%-5 x10* CFU/mL
olabilmesi i¢gin RPMI 1640 ile 1/ 50 oraninda diliie edilmistir. Ekstrelerin diliisyonlar1 yapilan
mikroplak kuyucuklarina siispansiyonlardan 100’ er uL eklenmis, MIK degerleri 35°C” de 48

saatlik inkiibasyondan sonra tespit edilmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. C. creticum’un Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite Tayini Sonuclar:
4.1.1. C. creticum’un Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclar:

C.creticum ham ekstrelerinin miktarlar1 ve ¢alismada uygulanan diliisyon miktarlar

asagida gosterilmistir.
Antimikrobiyal analizinde kullanilan bitki ekstrelerinin miktarlar1 asagidaki gibidir;
C.creticum hekzan: 0.952 g
C.creticum dietileter: 0.915 ¢
C.creticum etilasetat: 1.013 ¢
C.creticum metanol: 1.025 g

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 250 mg/mL; 2.Kuyucuk:125 mg/mL; 3.Kuyucuk: 65.2 mg/mL;
4.Kuyucuk: 31.25 mg/mL; 5.Kuyucuk: 1.625 mg/ mL; 6.Kuyucuk: 7.8125 mg/mL;
7.Kuyucuk: 3.9062 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1.9531 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0.9765 mg/mL;
10.Kuyucuk: 0.4882 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Penisilin i¢in: 1.Kuyucuk: 3.4 mg/mL; 2. Kuyucuk: 1.7 mg/ mL; 3.Kuyucuk: 0.85 mg/ mL; 4.
Kuyucuk: 0.425 mg/ mL; 5.Kuyucuk: 0.2125 mg/mL; 6. Kuyucuk: 0.10625 mg/mL.

Gentamisin i¢in: 1.Kuyucuk: 32 mg/mL; 2.Kuyucuk: 16 mg/mL; 3. Kuyucuk: 8 mg/mL;
4.Kuyucuk: 4 mg/ mL; 5. Kuyucuk: 2 mg/mL; 6. Kuyucuk 1 mg/mL.
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Tablo 4.1. C. Creticum’un ham ekstrelerinde antimikrobiyal aktivite sonuglari

Ekstreler
Bakteri Etilasetat | Dietileter | Metanol Hekzan Penisilin | Gentamisin
MIK MIK MIK MIK MIK MIK
(mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) (mg/mL)
S. aureus 125 125 125 125 3.4 32 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
B. subtilis 125 62.5 31.25 31.25 1.7 16 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
E. coli 62.5 31.25 31.25 31.25 0.85 8 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
P. aeruginosa 125 125 31.25 31.25 0.425 4 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
P. mirabilis 125 125 31.25 62.5 0.2125 2 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
S. typhimurium 125 125 31.25 125 0.10625 1 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Kontrol de S. Aureus bakterisi i¢in Penisilin, diger bakteriler i¢in Gentamisin

antibiyotigi kullanilmistir.

4.1.2. C.creticum’un Antifungal Aktivite Tayini Sonugclar:

Antifungal ¢aligmasinda uygulanan diliisyon degerleri ve ekstre miktarlar1 asagida

verilmistir.
Antifungal analizinde kullanilan bitki ekstrelerinin miktarlar1 asagidaki gibidir;
C.creticum hekzan: 1.015 g
C.creticum dietileter: 0.94 g
C.creticum etilasetat: 0.341 ¢
C.creticum metanol: 1.023 g

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 250 mg/mL; 2.Kuyucuk: 125 mg/mL; 3.Kuyucuk: 65.2 mg/mL ;
4 Kuyucuk: 31.25 mg/mL; 5.Kuyucuk: 15.625 mg/mL; 6.Kuyucuk: 7.8125 mg/mL;
7.Kuyucuk: 3.9062 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1.9531 mg/mL ; 9.Kuyucuk: 0.9765 mg/mL ;
10.Kuyucuk: 0.4882 mg/mL ; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol
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Tablo 4.2. C. Creticum’un ham ekstrelerinde antifungal aktivite sonuglari

Ekstreler
Bakteri Etilasetat Dietileter Metanol Hekzan

MIK (mg/mL) | MIK (mg/mL) | MiK (mg/mL) | MIK (mg/mL)

C. albicans -(*) - 7.8125 mg/mL 125 mg/mL

C. parapsilosis - - 7.8125 mg/mL 125 mg/mL

C. glabrata 250 mg/mL - 15.625 mg/mL | 62.5 mg/mL

C. krusei 250 mg/mL 250 mg/mL 15.625 mg/mL | 62.5 mg/mL
A. fumigatus 250 mg/mL - 7.8125 mg/mL | 1.9531 mg/mL
P. chrysogenum 250 mg/mL - 62.5 mg/mL | 0.9765 mg/mL

*(-) Antifungal etki gozlenmedi.

Kontrol i¢in FLU (Flukonazol) antifungalinin diliisyonlar1 0.0625-64 pg/mL
hazirlanip, C. krusei icin, MIK degeri 16 /mL olarak belirlenmistir.

4.2. C. creticum Bitkisinin n-Hekzan Ekstresindeki U¢ucu Bilesik Tayini Sonuclar:

C. creticum bitkisinin, n-hekzan ekstresinde GC-MS cihaz1 kullanilarak 40 bilesik

tanimlanmustir.

Genel olarak, C. creticum'un n-hekzan ekstresinde temel bilesenler, terpenoidler (%
33.26), hidrokarbonlar (% 41.11; alkenler % 22.94 ve alkanlar % 18.17), esterler (% 11.94) ve
yag asitleridir (Tablo 4.4). C.creticum'daki terpenoidler arasinda, en fazla miktarda bulunan
terpenoid, globulol'diir (% 9.29). Bununla birlikte, C. creticum'daki diger terpenoidler; lup-
20(29)-en-3-il-asetat (% 9.27), norolean-12-en (% 4.1), olean-12-en (% 3.47) tunbergol (2.9
%) ve lupeol'dur (1.99 %) (Tablo 4.3).

En bol bulunan (%7.57), (%7.2),

siklotetrakosan (% 6.07), 1-hekzadeken (% 5.81) ve tetratetrakontan'dir (% 4.0) (Tablo 4.3).

hidrokarbonlar, 1-dokesen 1-nonadeken
C. creticum yag: igerisinde, temel yag asidi ve yag asit esteri olarak, Palmitik asit
(Heksadekanoik asit) (%7.54) ve Linoleik asit metil ester (% 8.83) tanimlanmustir (Tablo 4.3,

Sekil 4.1).
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Tablo 4.3. C. creticum'un n-hekzan ekstresinin ugucu bilesik kompozisyonu (%)

Yiizde Yiizde
No | RI Bilesikler Miktar1 | No | RI Bilesikler Miktari
(%) (%)

1 | 873 | 1-Hekzadeken 581 21 | 1338 | Vinil dekanoat 0.32
2 920 | 1-Nonadeken 7.2 22 | 1355 | 5-(1-metilpropil)-Nonan 0.67
3 931 |6,10,14-trimetil-2- 0.65 23 | 1367 | 10-Nonadekanon 0.6

Pentadekanon
4 | 949 | Palmitoleik asit, 0.24 24 | 1380 | 9-Trikosen 0.68

metilester
5 963 | Palmitik asit 7.54 25 | 1465 | 1,2- 0.34

Siklohekzandikarboksilik
asit, didesil ester

6 | 971 | 1-Dokosen 7.57 26 | 1467 | Tetratetrakontan 4.00
7 | 1005 | 1-Heksakosanol 0.61 27 | 1541 | Hekzanoik asit, 2-propenil 0.22

(seril alkol) ester (Allil kaproat)
8 | 1009 | Fitol 0.75 28 | 1550 | Heneikosan 0.23
9 | 1020 | Metil Linoleat 8.83 29 | 1736 | 2-propenil nonanoat 0.58
10 | 1027 | Stearik Asit 0.85 30 |1803 | Stigmasterol 0.45
11 | 1027 | Tetrahidro geraniol 043 |31 | 1867 | y-Sitosterol 0.98
12 | 1038 | Siklo tetrakosan 6.07 32 | 1901 | Olean-12-en 3.47
13 | 111 | Oleik asit 0.86 33 [ 1950 | Lupeol 1.99
14 | 1127 | Etil Siklododekan 3.50 34 | 2037 | Norolean-12-en 4.10
15 | 1181 | Oktakosan 0.69 35 | 2073 | Veridiflorol 0.52
16 | 1213 | Di-n-oktilftalat 0.47 36 |1892 | Lup-20(29)-en-3-il-asetat 9.27
17 | 1241 | 1-Trikosen 1.68 37 | 2168 | Neofitadien 0.54
18 | 1312 | Tetrakosan 2.44 38 | 1969 | Tunbergol 2.90
19 | 1317 | 5-biitil-nonan 0.57 39 | 2245 | Globulol 9.29
20 | 1333 | Nonadekan 0.94 40 | 1995 | 2-ter-biitil-4,6-bis(3,5- 1.17

diter-biitil-4-
hidroksibenzil) fenol
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Tablo 4.4. C. creticum bitkisinin n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif dagilimi

Ucucu Bilesikler C. creticum
Terpenoidler 33.26
Hidrokarbonlar 41.11
(alkanlar ve alkenler)
Esterler 11.94
Yag asitleri 9.25
Fenolik Bilesikler 1.17
Karbonil Bilesikler 1.25

(aldehit-keton)

Alkoller 0.61
Sterol 1.43
Toplam (%) 100.02
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada Trakya bolgesinde yetisen C.creticium (Lam.) d’Urv subsp. creticum
(Asteraceae) bitkisinden elde edilen n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin tayini, Gaz
kromatografi kiitle spekrofotometri (GC-MS) cihaziyla gerceklestirilmis ve bitkiden elde
edilen 4 ekstrede (n-hekzan, eter, etilasetat ve metanol), antifungal ve antimikrobiyal aktivite

arastirilmasi yapilmistir.

C. creticum bitkisinin ekstrelerinde antimikrobiyal ve antifungal aktivite,
mikrodiliisyon yontemiyle arastiritlmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore; en yiiksek
inhibisyon etkisi, dietileter ekstresinde E.coli mikroorganizmasina (MIK degeri 31.25
mg/mL) karsi, metanol ekstresinde B.subtilis, E.coli, P.aeruginosa, P.mirabilis ve
S.typhimurium mikroorganizmalarma (her bir mikroorganizmada MIK degeri 31.25 mg/mL)
kars1, hekzan ekstresinde ise B.subtilis (MIK degeri 31.25 mg/mL), E. Coli (MIK degeri
31.25 mg/mL) ve P. aeruginosa (MIK degeri 31.25 mg/mL) mikroorganizmalarina kars

bulunmustur.

Elde edilen sonuglar, antifungal aktivite agisindan degerlendirildiginde; en yiiksek
inhibisyon etkisinin hekzan ekstresinde P. chrysogenum mikroorganizmasina (MIK = 0.9765
mg/mL) ve A.fumigatus mikroorganizmasmna (MiK=1.9531 mg/mL) karst1 oldugu
gbzlenmistir. Bunun yaninda, metanol ekstresinin C.albicans (MIK=7.8125 mg/mL) ve
C.parapsilosis (MIK=7.8125 mg/mL) mikroorganizmalarina karsi en yiiksek inhibisyon
gosterdigide tespit edilmistir. Aktivite sonuglarina genel olarak bakildiginda, C.creticum’un
metanol ekstresinin, diger ekstrelere gore, antifungal ve antimikrobiyal aktivitesi daha yiiksek

bulunmustur.

C.creticium bitkisinden elde edilen n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin
kompozisyonuna bakildiginda (Tablo 4.3), temel bilesenler olarak terpenler ( % 33.26) ve
hidrokarbonlar (% 41.11) goriilmektedir.

C.creticum’un hekzan ekstresindeki temel terpenoid bilesigi, globulol (% 9.29) olarak
tayin edilmistir (Tablo 4.3). Tan ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢aligmada, globuloliin ¢esitli

fungal tiirlere ve bakterilere kars1 antifungal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

C.creticum’un hekzan ektresindeki diger terpenoid bilesikleri, lup-20 (29)-en-3-il-
asetat (% 9.27), norol-12-en (% 4.1), olean-12-en (% 3.47), thunbergol (% 2.9) ve lupeol (%
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1.99)’diir. (Tablo 4.3). Literatiirde, lupelol ve lup-20 (29)-en-3-il-asetatin antikanser,
antiprotozal, antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve kemopreventif oOzellikleri bildirilmistir

(Gallo ve Sarachine 2009).

C.creticum’un hekzan ekstresindeki temel hidrokarbonlar, 1-dokosen (% 7.57), 1-
nonadesen (% 7.2), siklotetrakosan (% 6.07), 1-heksadesen (% 5.81) ve tetratetrakontan (%
4.0) olarak tayin edilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda 1-nonadesen’in candida
albicans’a kars1 antibakteriyal ve antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Smaoui ve ark.
(2012); EIl-Sakhawy ve ark. 1998). Ayrica, Jing ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir
calismada ise; Gymura segetum yaprak ekstresinden elde edilen, 1-heksadesen ve

siklotetrakosan bilesiklerinin gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi vurgulanmistir.

Sonu¢ olarak, C.creticum n-hekzan ekstresinin GC-MS analizi, ekstredeki farkl
kimyasal yapiya sahip c¢esitli farmasotik olarak onemli kimyasal bilesiklerin varligini
gostermistir. Bu tez calismasiyla, C.creticum’un n-hekzan ekstresinin ugucu bilesiklerinin
tayini ile bitkinin antifungal ve antibakteriyal aktiviteleri ilk defa literatiire sunulmustur.
Yapilan bu galisma, Tiirkiye’de yetisen Cirsium tiirlerinin, kemotaksonomik bakimindan
degerlendirilmesine katki sagladigi gibi bu tiirlerdeki biyoaktif bilesenlerin arastirilmasiyla

bilimsel birikimede katki saglamis bulunmaktadir.
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