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OZET

Anahtar kelimeler: Allium, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, toplam
fenolik madde

Bu c¢alismada aseton ve metanol ile hazirlanan Allium scorodoprasum L. subsp.
rotundum, Allium staticiforme ve Allium subhirsutum ekstraktlarinin B. subtilis
ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S. typhimurium
ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa
ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 1029 suslara kars1 disk diflizyon yontemi
kullanilarak antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Ayrica Allium staticiforme ve
Allium  subhirsutum metanolik ekstraktlarmin  DPPH yontemi kullanilarak
antioksidan aktiviteleri ve Folin-Ciocalteu reaktifi 1ile toplam fenolikleri
belirlenmistir.

Allium staticiforme ve Allium subhirsutum ekstraktlarinin C. albicans iizerinde
yiiksek antifungal aktivite gosterdigi belirlenirken, kullanilan bakteriler lizerinde
genis spektrumlu antbakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Allium
scorodoprasum L. subsp. rotundum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite
gostermedigi  belirlenmistir.  Allium  staticiforme ve  Allium  subhirsutum
ekstraktlarinin IC50 degerleri 800-1300 pg/mL arasinda oldugu goézlenmistir.

Tirkiye florasindaki Allium staticiforme, Allium subhirsutum bitkilerinin yeni bir
antifungal kaynak olarak kullanilabilecegi 6nerilebilir.



INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF ALLIUM
SCODOPRASUM, ALLIUM STATICIFORME and ALLIUM
SUBHIRSUTUM

SUMMARY

Keywords: Allium, antimicrobial activity, antioxdant activity, total phenolic effects

In this study, the antibacterial activity of Allium scorodoprasum L. subsp. Allium
staticiforme and Allium subhirsutum extracts (acetone, methanol) againts microbial
strains B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S.
typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, S. epidermidis ATCC 12228 P.
aeruginosa ATCC 27853 and C. albicans ATCC 1029 antimicrobial effects were
examined by using disc diffusion method. Addition, Allium staticiforme, Allium
subhirsutum methanolic extracts were determined the antioxidant activities by using
DPPH method and their total phenolics were determined by FCR method.

Extracts of Allium staticiforme and Allium subhirsutum were showed high antifungal
activity on C. albicans. It has been determined that it has a broad-spectrum
antibacteril activity on the bacteria used. It was determined that extracts of Allium
scodoroprsum rotundum did not show antimicrobial activity. The IC50 values of
Allium staticforme and Allium subhirsutum were between 800-1300 pg / mL.

Allium subhirsutum and Allium staticiforme in the flora of Turkey can be used as a
new antifungals source.



BOLUM 1. GIRIS

Bitkiler, insanlarin temel besin kaynaklar1 ve ilk ilaclaridir. Ilk caglardan beri
insanlar deneme yanilma yoluyla hangi bitkilerin yenilebilecegini, hangilerinin
zehirli veya sifa verici oldugunu 6grenmislerdir. Tibbi bitkilerden basit yontemler
kullanarak bitkinin esas etkili maddesini elde etmeyi basarmislardir (Baydar 2005).
Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gore, ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki
insanlarin bliylik ¢ogunlugu tibbi ve aromatik bitkilere dayali geleneksel tibbi
kullanmaktadir. Diinyada geleneksel ve modern tip sistemlerinde kullanilan 50.000

ila 70.000 bitki tirii vardir (Leaman, 2006).

Dogal maddelerden, dogrudan ya da dolayli olarak cesitli endiistri gruplari
faydalanmaktadir ve bunlarin birgogunda dogal bitki {rilinleri (fitokimyasallar)
belirgin bir sekilde goriilmektedir. Ornegin, fitokimyasallar farmasétik, kozmetik,
gida, zirai ila¢ ve kimya endiistrileri tarafindan biyiik Ol¢lide kullanilmaktadir

(Balandrin ve Klocke, 1988).

Bitkiler sinirsiz sayida aromatik bilesikler iiretme yetenegine sahiptirler. Bitkinin
bliylime ve gelismesinde temel bir gorevi olmayan; ancak adaptasyonda, lireme
olayma yardimci olmada, patojenlere karst savunmada ve ¢evre ile iligkilerde 6nemli
gorevleri olan aromatik bilesikler sekonder metabolitler olarak adlandirilmaktadir.
Sekonder metabolitler farkli kimyasal yapilara sahiptirler ve genel olarak {i¢ grupta
siniflandirilirlar: ~ fenolikler, terpen - steroidler ve alkoloidler. Sekonder
metabolitlerden simdiye kadar 12.000 tanesi izole edilmistir ve bu sayr aromatik
bilesiklerin sadece %10’nu olusturmaktadir (Cowan, 1999; Alverez, 2014; Colgecen
ve Topgu, 2015).



Anti-enfektif ajanlarin yaygin kullanimi ilaca direngli bakterilerin, mantarlarin ve
viriislerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Patojenik mikroorganizmalarin artan
direncini ortadan kaldirmak icin c¢esitli tibbi bitkiler antimikrobiyal ozellikleri
acisindan diinya ¢apinda arastirilmistir. Aromatik sifali bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin bakterilere, mayalara, filament6z mantarlara ve virtislere karsi son derece iyi
antimikrobiyal etkiler sergiledikleri bir¢ok c¢alismada bildirilmistir (Reichling ve
ark., 2009; Colak ve ark., 2018; Nurcahyanti ve ark., 2018).

Ayrica Onemli tibbi bitki tiirlerinin koklerinden, kabuklarindan, yapraklarindan,
meyvelerinden ve tohumlarindan alinan ekstraktlarin giiclii antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Antioksidanlar, hiicrelerdeki oksidatif stresi azaltir ve
kanser, kardiyovaskiiler, enflamatuar hastaliklar dahil olmak {izere bir¢ok
hastaliginin tedavisinde kullanilir (Gerber ve ark., 2002; Ryszawa ve ark., 2006;
Krishnaiah ve ark., 2011).

Pakistan’da yapilan bir ¢alismada taze Euphorbia royleana'nmin metanol, hekzan ve
sulu ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve antitiimor aktiviteleri incelenmis;
incelenen ekstrelerin farmasotik endiistrisi i¢in antioksidan ve antimikrobiyal

bilesiklerin izolasyon potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (Ashraf ve ark., 2015).

Akhtar ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada 61 tibbi bitkinin metanol, kloroform ve
sulu ekstrelerinin antimikrobiyal, antioksidan ve fitokimyasal igerigini arastirmis;
kullanilan bitkilerin cogunlugunun E. aerogens, E. coli, S. aureus, B. bronchiseptica
bakterileri lizerinde antibakteriyel etki gosterdigini saptamislardir. Punica granatum,
Phyllanthus emblica, Mentha piperita, Cicer arietinum bitkilerinin yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Allium tiirlerinin bakterilere, mantarlara, viriislere ve parazitlere kars1 antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu bir¢ok calismada belirlenmistir. Arastirmalarin ¢ogunlugu sogan
(Allium cepa) ve sarimsak (Allium sativum) tizerine yogunlasmistir (Kyung, 2012;
Ye ve ark., 2013).



Calismamizda, literatirde daha oOnce antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi
calisilmamis olan Allium staticiforme tiri ve Allium subhirsutum, Allium

scorodoprasum L. subsp. rotundum tiirleri kullanilmistir.

Bu c¢alismada aseton ve metanol ile hazirlanan Allium scorodoprasum L. subsp.
rotundum, Allium staticiforme ve Allium subhirsutum ekstraktlarinin test
mikroorganizmalara kars1 disk diflizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal
etkilerinin aragtirllmast ve DPPH yontemi kullanilarak antioksidan aktivitelerinin

belirlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yeryiiziinde Yasamin Tarihi

Yasamin baslangici yaklasik 3,5 milyar yil 6nce prokaryot canlilarla birlikte
baslamistir. Prokaryotlar, gegmisteki 3,5-2 milyar yillik evrimsel siirecte yeryiiziinde
baskin durumda olan canlilardi (Campbell ve Reece, 2008).

Eski kayaclarda mikrobiyal yasama dair kanit, fosillesmis hiicre kalintilarina ve bu
kayaclardaki izotopik hafif karbon ¢okluguna dayanmaktadir. Ilkel kayalar basit
yapili cubuk ve kok seklinde bakterilere benzeyen mikrofosiller igerir. 3,5 milyar
yillik ve daha gen¢ kayalarda stromatit olarak adlandirilan olugumlara sik olarak
rastlanmaktadir. Stromatitler fosillesmis mikrobiyal kalintilardir (Madigan ve

Martinko, 2012).

Fotosentez yaparak oksijen iireten tek prokaryotlar siyanobakterilerdir. Atmosferdeki
oksijenin ¢ogu biyolojik kokenli olup fotosentez sirasinda suyun pargalanmasiyla
olusur. Siyanobakterilerle birlikte oksijen de giiniimiizden yaklasik 2,7 milyar yil
once atmosferde birikmeye baslamistir. Prokaryotlara gére daha karmasik ve biiyiik
olan dkaryotlarin varolusu da 2,1 milyar y1l 6nceye dayanmaktadir. Daha karmagik
hiicrelerin  olusumu Okaryotik yasamin c¢esitlenmesine temel olusturmustur

(Campbell ve Reece, 2008).



2.1.1. Prokaryot canhlar

Prokaryot canlilar zarla ¢evrili gercek bir ¢ekirdege sahip olmayan, 1-5 pm capa
sahip, genellikle tek hiicreli canilardir. Bir¢ok prokaryot canlida hiicrenin metabolik
islevlerini yerine getiren Ozellesmis zarlar bulunmaktadir. Bunlar plazma zarinin
iceriye dogru kivrimlar yapmasi sonucunda olusmus yapilardir. Okaryotlara oranla
daha kiiciik ve basit genomlar1 vardir. DNA’lan ¢ift zincirli ve halkasal yapiya
sahiptir. Prokaryotlarda ana kromozom disinda birka¢ genden olusan, plazmit adi
verilen DNA halkalar1 bulunabilir. Prokaryotik yasam Bacteria ve Archaea olmak
tizere iki ayr1 domain tarafindan temsil edilmektedir. Bilinen prokaryotlarin
cogunlugunu bakteriler olusturmaktadir. Prokaryotlarin genelinde hiicreye sekil
veren, fiziksel olarak koruyucu hiicre duvari bulunur. Bakteri hiicre duvarinda
peptidoglikan denilen organik molekiil bulunurken Arkelerin hiicre duvarinda bu
molekiil bulunmaz. Prokaryotlar ekosistemde kimyasal maddelerin iiretimini ve
bircok maddenin geri doniisiimiinii saglamaktadir. Bu 6zellikleri ile biyoteknolojinin

merkezinde yer alirlar (Campell ve Reecee, 2008).

OKARYOT HUCRE PROKARYOT HUCRE

Sentrozom  Koful

\
T

Sekil 2.1 Okaryot ve prokaryot hiicre tipleri (url-1)



2.1.2. Okaryot canlilar

Prokaryotlardan farkli olarak membranla ¢evrili bir niikleusa ve hiicrenin tipine bagl
olarak farklilik gosteren zarli organellere sahip hiicrelerdir. Okaryotlarda niikleusun
icinde bulunan DNA histonlar tarafindan sarilarak niikleozomlari, bunlar da
kromozomlart olusturur. DNA’lart ¢ift zincirli lineer yapiya sahiptir (Madigan ve

Martinko, 2012). Prokaryotlar ile karsilagtirilmasi Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Prokaryot ve dkaryotlar arasindaki farkliliklar (Barker ve ark., 2013).

PROKARYOTLAR OKARYOTLAR

Sitoplazmada DNA serbest halde DNA zarla gevrili

Kromozom genellikle haploid, tek ve Kromozom genelikle diploid, birden fazla ve
halkasal dogrusal

DNA histon benzeri proteinlerle kompleks DNA histon proteini ile kompleks

Genetik bilginin aktarilmasi, konjugasyon, Genetik bilginin aktarilmasi yalnizca eseyli
transdiiksiyon ve transformasyonla olur. iireme ile olur.
Enerji tiretimi hiicre zarindan saglanir. Enerji tiretimi mitokondri ve

kloroplastlardan saglanir.

Ribozomlari kiigiik 70S Ribozomlar1 80S




2.2. Calismada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

2.2.1. Staphylococcus aureus’un ozellikleri

Staphylococcus aureus, tim diinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden olan Onemli patojenlerden biridir. S. aureus’a bagli enfeksiyonlara karsi

savunmada ilk basamak makrofajlar tarafindan gergeklesir ( Ak ve ark., 2016).

Staphylococcus aureus; bakteriyemi, pndmoni ve cerrahi yara enfeksiyonlarini iceren
nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenleri arasindadir. Ayni1 zamanda saglikl
kisilerde de kolonizasyona bagl, endojen olarak enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Tedavisinde kullanilan penisilinlere karsi yiiksek diizeyde direng
gelistirmesi sonucu, beta-laktamaz enzimine dayanikli semisentetik bir penisilin olan
metisilin kullanimina baglanmais, ancak iki y1l sonrasinda metisiline direngli S. aureus
(MRSA) izolat1 tanimlanmistir (Bucak ve ark., 2014). Metisiline direncli S. aureus
(MRSA) suslarinin tedavisi zordur, mortalite ve morbiditesi yiiksek enfeksiyonlara

neden olmaktadir (Oztiirk ve ark., 2013).

2.2.2. Escherichia coli’ nin ozellikleri

Escherichia coli; gram negatif, fakiiltatif anaerob, hareketli, spor olusturmayan
comak seklinde bir bakteridir. Patojenik E. coli’ler olusturdugu hastaligin tiiriine ve
sahip oldugu virulens 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir. E. coli suslar1 bagirsak
dis1 enfeksiyonlara (ekstraintestinal) ve bagirsak enfeksiyonlarina (intestinal) neden

olanlar olarak ikiye ayrilmaktadir (Omerovic ve ark., 2017).

E. coli bagirsak kanali disina ¢ikip gesitli viicut dokularina yerleserek idrar yollari,
safra kesesi, safra yollar1, akciger, periton ulasir ve 6nemli hastaliklara yol agar. E.
coli hem toplum hem de hastane kokenli bakteremi nedenleri arasinda ilk siralarda

yer alir (Bilgehan, 1995; Horasan ve ark., 2010).



2.2.3. Pseudomonas aeruginosa’nin ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, ¢ogunlukla toprak ve suda goriilen, olumsuz sartlarda bile
iireyebilen, nemli ortamlarda uzun siire canli kalabilen, normal florada bulunan bir
bakteridir. Gram negatif, hareketli, kapsiillii, oksidaz ve katalaz pozitif, non-
fermentatif bir ¢omaktir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen Gram

negatif ¢comaklarin yaklasik beste birini olusturmaktadir (Kose ve ark., 2014).

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin % 10-15’inden sorumludur.  Pseudomonas
aeruginosa bakteremi, deri ve yara enfeksiyonlari, 6zellikle kistik fibrozlu hastalar,
pulmoner hastaliklar, nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlari, endokardit ve
menenjit gibi ciddi ve hayati tehdit eden enfeksiyonlarin en 1iyi bilinen

etkenlerindendir (Aktas ve ark., 2012).

2.2.4. Bacillus subtilis 1 ozellikleri

Havada, tozda, bitkilerde ve tuzlu sularda yaygin olarak bulunan ve klinik 6rneklerde
kontaminasyona yol agan bakterilerdir. Gram pozitif endospor olusturma yetenegine

sahiptirler.

Bakteriler aslinda saprofit olmakla beraber bu bakterilerin dogrudan dogruya dokuya
ve Ozellikle gbéz igerisine girmesi sonucunda panoftalmi, iridosiklit gibi goz
yanmalarint meydana getirebilir. Bazi besin zehirlenmelerinden sorumlu olduklari
diisiiniilmektedir. Ekmegin yumusayarak bozulmasina neden olurlar. Kiiltiir
stizlintiilerinde subtilin ad1 verilen bir kisim bakterilere karsi inhibitor etki gosteren

bir madde de elde edilmistir (Bilgehan, 1995).



2.2.5. Salmonella typhimurium’un ozellikleri

Dogada evcil ve yabani hayvanlarin, siiriingen kus ve boceklerin gastrointestinal
sisteminde yaygin olarak bulunur. Insan ve hayvanlarda bircok enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Agar ve buyyon gibi basit icerikli besiyerlerinde 24-48 saatte M veya
S tipi koloni olustururlar. Ureme 1s1 dereceleri genistir (10-42°C) optimum iireme

1s1s1 37°C dir (Ang ve ark., 2005).

Karasinek ve hamam bdcekleri mekanik olarak bakterileri gida maddelerine tagir.
Ozellikle yazin oda sicakliginda bile salmonella bakterileri icin iyi bir besiyeri olan
stit, et, yumurta, kremal1 yiyecek ve iceceklerde bakteriler ¢ogalacagindan bu gidalari
tilkketen kisiler i¢in 6nemli tehlike olustururlar. S. #yphimurium ayni zamanda
farelerde yasayan bir bakteri olmasi nedeniyle fare digkisiyla kontamine olmus
tiriinlerden  kolaylikla  insanlara  bulasabilmektedir. ~ Ayrica bu  bakteri
kemoteropotiklere karsit direng kazanmakta ve hastanelerde 6zellikle yeni dogan

kliniklerinde salginlara yol agmaktadir (Bilgehan, 1995).

2.2.6. Staphylococcus epidermidis’in ozellikleri

Staphylococcus epidermidis, Gram pozitif ¢ekirdeklerin salkim halinde bulundugu
stafilokok cinsinden bir bakteri tiiriidiir. Katalaz pozitif ve koagiilaz negatif
ozelliktedir. Zaman zaman insan ve hayvan cildinin mukoz membranlarinda goriiliir.
Fakiiltetif anaerobturlar ancak oksijenli ortamlarda daha iyi iirerler. Ureme dereceleri
15-45°C arast olup en 1iyisi 30-37°C dir. %7,5 NaCl ortaminda iyi iiremekle birlikte
% 10 NaCl ortaminda daha giiclii tireme gosterirler (Agagfidan ve ark., 2005).

Kontaminasyona bagli olarak, S. epidermidis laboratuvar testlerinde en fazla goriilen
tiirdiir. S. epidermidis genellikle patojen olmasa da immiin sistemi yetersiz ¢alisan ve
stirekli kateter takili olan hastalar icin biiyiik bir risktir. Bircogu ince bir salgi

olusturur ve bu sayede tibbi protezlerin yiizeyine de yerlesir (Bilgehan, 1995).
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2.2.7. Enterococcus faecalis’in ozellikleri

Cevrede, toprak, su ve besinlerde, insan ve hayvanlarin 6zellikle vertebralarin
gastrointestinal sistemlerinde yogun olarak bulunurlar. Kanli agarda alfa hemoliz
yapan fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Yaklasitk 1 pum boyutunda oval sekilli
koklardir ve sivi besiyerinde ikili veya kisa =zincirler seklinde bulunurlar.
Enterokoklar dis kosullara olduk¢a direnglidirler ve gili¢ kosullarda bile
tireyebilmektedirler (Agacfidan ve ark., 2005).

Insan bagirsagi, agiz, vajina, iiretra ve safra yollarinda normal flora eleman1 olarak
bulunan enterokoklar; diigiik virlilansa sahip olmalarina ragmen hastane
enfeksiyonlarinda ve toplum kokenli enfeksiyonlarda giderek artan siklikta etken

olarak saptanmaya baslanmiglardir (Aral ve ark., 2011).

2.2.8. Candida albicans’ 1, o6zellikleri

4-6 mikrometre ¢capinda yuvarlaktan ovale kadar degisen sekillerde {ireyen bir maya
mantaridir. Hiicre duvarinda mannan, glukanlar ve kitin olmak iizere ii¢ tip
polisakkarit bulunur. Gram pozitif boyanma oOzelligi gosterip genellikle

tomurcuklanarak ¢ogalirlar.

Yiizeysel, mukokiitanandz veya sistematik bir hastalik seklinde ortaya ¢ikabilen
Candidiasis oldukea sik goriilen bir insan enfeksiyonudur. Genellikle metabolik veya
immiinolojik bir bozukluk sirasinda ortaya ¢ikar. Hastalik etkeni olarak en sik

Candida albicans tirt goriiliir (Kingsbury ve Wagner, 1990).
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2.3.Calismada Kullanilan Bitkiler

2.3.1. Allium cinsi

Diinyada 800°den fazla tiir iceren ve c¢ogunlugu Kuzey Yarim Kiire’de yayilis
gosteren bir cinsdir (Friesen, 2008). Allium cinsi, Tirkiye Florast igerisinde
Liliaceae familyasinda yer almaktadir (Davis, 1984). Son yillarda yapilan
calismalarda, Allium cinsi Alliaceae ya da ¢icek durumunun umbella ve tabaninda
spatast olmasi nedeniyle sinirlar1 genisletilmis olan Amaryllidaceae familyasi altinda
kabul edilmistir (Tablo 2.2.). Tiirkiye’de Al/lium’un 180 tiirii olup bunlardan 72 tanesi
endemiktir (Choi ve Oh, 2011; Eksi, 2012; Kaya, 2014).

Tablo 2.2. Allium L. cinsinin sitematikteki yeri

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Liliopsida

Alt sinif: Liliidae

Ordo: Asparagales
Familya: Amaryllidaceae
Cins: Allium L.

Allium cinsi; ¢ok yillik, soganli, bazen rizomlu, skapus tasiyan otsu bitkilerdir.
Bulblar kabuklu veya rizoma bagl bir kluster i¢cindedir. Cigekler tepede bir umbella
durumunda, agmadan Once bir brakte (spata) icindedir. Periant, 6 parcali meyveler
zarims1 bir kapsuladir. Tohumlar siyah, basik, li¢ koseli, nadiren yuvarlaktir.
Icerdikleri kiikiirtlii, ucucu bilesiklerden ileri gelen sogan ve sarimsak kokular1 en

karakteristik 6zellikleridir (Davis, 1984; Se¢men ve ark., 1998).
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2.3.1.1. Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum

Anadolu’da kormen, it sogami olarak bilinmekte olup otlu peynir yapiminda
kullanilmakta ve gida olarak tiiketilmektedir (Kosar ve ark., 2006). Bulblar kiiresel
ve oval bigiminde 1-2 cm ¢apindadir. Dis tunikler kahverengi, gévde 25-90 cm
uzunlugundadir. Periantlar koyu mor rengindedir. Tiirkiye’de genis yayilis

gostermektedir.

Sekil 2.2. Allium scorodoprasum subsp. rotundum bitkisinin a) ¢icek, b) yaprak resimleri
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2.3.1.2. Allium staticiforme L.

Bulblar1 0,8-1,5 cm ¢apindadir. Dis tunikler siyah, govde 16-30 cm uzunlugunda,
cogunlukla alt kistmda kavislidir. 2-4 yillik yasam donemine sahiptir. Sahilde kumlu
yerlerde, terk edilmis tarlalarda yetigir. Tiirkiye ve Avrupa’da yayilim gosterir.
Balikesir-Biga, Manisa-Bergama, Aydin-Didim bdlgelerinde kaydi yapilmistir
(Davis 1984; Giliner ve ark., 2012). Allium staticiforme L. lizerine literatiirde

yapilmis biyoaktivite calismasina rastlanilmamaistir.

Sekil 2.3. Allium staticiforme
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2.3.1.3. Allium subhirsutum L.

Bulbu 1,5 cm ¢apa kadar ulasabilir. 2-3 yi1l yasam siiresine sahiptir. Govde 7-30 cm
uzunlugundadir. Izmir-Cesme, Samsun-Giizelgamli, Aydin-Kusadasi, Antalya-Kas
ve Finike’de kayda gecmistir (Davis,1984). Anadolu’da kérmen olarak bilinmekte ve
gida olarak kullanilmaktadir (Kosar ve ark., 2006).

Sekil 2.4. Allium subhirsutum a) geg ¢igek, b) erken ¢igek resmi
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2.3.2. Allium tiirlerinin kimyasal ve farmasotik ozelliklerine yonelik yapilan
calismalar

Romanya’da Allium tiirlerinin kimyasal bilesenleri iizerine yapilan bir arastirmada
incelenen tiirlerin fisetin, quercetin, 1soquercetin, luteolin, apigenin, kafeik asit,
sinapikasit ve ferulik asit gibi bircok birlesik icerdigi belirlenmistir (Vlase ve ark.,

2013).

Tsiaganis ve ark. (2006) yapmis olduklar1 ¢calismada Allium cepa, Allium sativum ve
Allium porrum tiirlerinin GC-MS yontemiyle yag igeriklerini arastirmiglardir. Her {i¢
bitki tiirlinde toplam yag asidi oraninin %50’sinin Linoleik asit, %20’sinin Palmitik
asit, %3-7’sinin a-oleik asit ve oleik asit oldugunu bildirmislerdir. A/lium sativum
bitkisinin ucucu yaglarinin GC-MS yontemiyle incelendigi baska bir calismada,
bitkinin allil siilfit, cis-propenil metil disiilfit, metil allil disiilfit, trans-propenil metil
disiilfit, metil trisiilfit, dialil siilfit, allil disiilfit, metil allil trisilfit ve izobiitil

izotiosiyanat i¢erdigi belirlenmistir (Kozan, 2012).

Allium sativum, Allium cepa, Allium porrum, Allium tuberosum tiirlerinin HPLC
yontemi ile ugucu yaglarimin igeriginin arastirildigi bir ¢calismada Allium sativum ve
Allium tuberosum ugucu yaglarinin temel bilesenin dialil disiilfid oldugu, A/lium
cepa ve Allium porrum tiirlerinde ise temel bilesenlerin dipropil disiilfid ve dipropil

trisiilfid oldugu belirlenmistir (Mnayer ve ark. 2014).

Allium sativum (sarimsak) kiikiirtli bilesik igerigi en ¢ok arastirilmis A//ium tirtidiir.
Iceriginde bulunan allicin (dialil tiiyosiilfinat) tiyosiilfinat bir bilesik olup dogada
bitki dokusunun hasar gormesi sonucunda {iretilir. Allinaz enzimi ile membran
biitlinliigli bozulan bulbtaki allicin alliin amino asidinden sentezlenmektedir

(Borlinghaus ve ark., 2014).
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Sekil.2.5. Allicinin kimyasal yapisi (Oommen ve ark 2004).

Allium cinsi hem besin maddesi hem de ila¢ hammaddesi olarak kullanilan en 6nemli
bitki gruplarindandir. igerdikleri ¢ok sayida fitokimyasal bilesik sayesinde birgok
biyoaktivite ¢alismalarinda kullanilmiglardir (Yiinli ve Kir, 2016).

Allium tiirler1 allisin dialil siilfiir, dialilsiilfat, s- alilsistein, dipropil disiilfiir gibi
bircok kiikiirtlii bilesik icermektedir. Igerdikleri bu kiikiirtlii bilesikler sayesinde
yiikksek oranda antioksidan, antikansorojen, antiinflamatuar, antiklazinojenik etki
gostermektedirler (Guyonnet ve ark., 1998; Hirschve ark., 2000; Sun ve Wang, 2003;
Lanzotti ve ark., 2014). Ayrica Allium tiirlerinden elde edilen saponinlerde,
antispazmodik, antifungal, hemolitik, antiinflamatuar, kolesterol diigiiricii ve

sitotoksik aktivite gibi bir¢ok biyolojik 6zellige sahiptir (Lanzotti ve ark., 2014).

Barilla ve ark. (2007) yapmis olduklar1 calismada Allium minutiflorum’dan izole
edilen saponinlerinin antifungal aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Allium ursinum,
Allium ampeloprasum, Allium cepa, Allium leuconthum, Allium ampeloprasum
subsp. persicum gibi tiirlerinin antifungal aktive gosterdigi belirlenmistir

(Sobolewska ve ark., 2003; Sadeghi ve ark., 2013).

Sarimsagin antimikrobiyal etkisinin, igerdigi kiikiirtlii gruplarin mikroorganizma
hiicre proteinlerinde bulunan —Sh gruplariyla olusturduklar: spesifik baglardan

kaynakladig bildirilmistir (Kyung, 2011).
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Yapilan bir calismada Allium sativum ekstraktlarinin gesitli antimikrobiyallerle
sinerjik hareket ederek V. cholera’da ¢oklu ilag pompasi olan EmrD-3’iin enziminin

caligmasini inhibe ettigi belirlenmistir (Bruns ve ark., 2017).

Et iiriinleri ambalajinda kullanilmak iizere polipropilen filmlere kekik esansiyel yagi
ve Allium ekstresi eklenen bir calismada A/lium ekstresi eklenen polipropilen filmin
yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve gida kalitesini artirdigi

belirlenmistir (Cabella ve ark., 2018).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyalinin eldesi

Calismamizda Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum, Allium staticiforme ve
Allium subhirsutum bitkilerinin bulb, yaprak ve ¢igek kisimlar1 Yalova’'daki Atatiirk
Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii'nden almmustir. Sakarya Universitesi

Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’na getirilen Ornekler

temizlenerek kurutulmustur.

Sekil 3.1 Allium 6rnekleri temizlenmesi
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3.1.2. Deneylerde kullamlan mikroorganizmalar

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvar1 koleksiyonunda bulunan B. subtilis ATCC 6633, S. aureus
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S. typhimurium ATCC 14028, E. coli
ATCC 25922, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C.
albicans ATCC 1029 suslar1 kullanilmstir.

3.1.3. Kullanilan arac¢ ve gerecler
Deneyler sirasinda kullanilan arag ve geregler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvar1 ve Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi

Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Bu ara¢ ve geregler Tablo 3.1.’de

verilmistir.
Tablo 3.1. Calismada kullanilan ara¢ ve gerecler
Inkiibator (Friocell MMM) Dijital Kumpas (Stainless Hardened)
Mikropipet 5-50 M1 (ISOLAB) Mikropipet Ucu
Otoklav (Alp CI-321) Baget
Elektronik Hassas Tart1 Manyetik Karistirict (IKA RCT Classic)
Petri Kab1 Ve Tastyicisi Oze
Liyofilizator Pipet
Uv Spektrometre Cam Balon
Densitometre (Biosan Den-1) Cam Tiip
Rotary Evaporator Beher
Pens Ogiitiicii (Premier PRG 259)
Folyo Mikropipet 100-1000 M1

Erlenmayer Filtre Kagidi




3.1.4. Kullanilan sarf malzemeler
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Deney siiresince kullanilan sarf malzemeler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Bu sarf malzeler Tablo

3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan sarf malzemeler

Metanol(MERCK)
Etanol(MERCK)
Aseton(MERCK)
DPPH(MERCK)

Steril plastik petri

Antibiyotik Diskler (MERCK)
Triptik Soy Broth (MERCK)
Parafilm

Numune kabi

Tartim kab1

Patates Dekstraz Agar

Mueller Hinton Agar (MERCK)
Koyun Kanli Agar

Distile su

Gentamisin

Basitrasin

Ekiivyon Cubuk

Flukonozol

Streg film

Otoklav poseti
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3.1. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toplanan bitki 6rnekleri 48 saat boyunca liyofilizatrde kurutulmustur. Kurutulan
ornekler vakumlanarak calisilacagi zamana kadar -10°C’de derin dondurucuda
saklanmistir. Bitki 6rnekleri toz haline getirildikten sonra 10 g tartilarak kartujlara
konulmustur. Kartuslar soxhlet cihazina yerlestirilerek 12 saat boyunca metanol ve

aseton ¢oziiciilerinde ekstrakte edilmistir.

Sekil 3.2. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi, a) liyofilizatérde kurutma, b) dgiitme, c¢) ekstraksiyon, d) ugurma,
islemleri.
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3.2.2. Coziiciilerin uzaklastirilmasi

Whatman kagid1 yardimiyla cam balonlara siiziilen bitki ekstraktlarinin 40- 45° C’de
rotary evaporatdrde ¢oziiciileri uzaklastirilmistir. islem &ncesinde ve sonrasinda
kullanilan balonlarin tartimlar1 yapilmistir. Ekstrakt miktarlar1 belirlenenen
numunelerden 6400 pg/mL konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite deneyleri i¢in ve
5000 pg/mL konsantrasyonda antioksidan aktivite deneyleri icin stoklar

hazirlanmistir.

3.2.3. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri olarak Triptik Soy Broth, Mueller Hinton Agar, Koyun Kanli Agar ve
Patates Dekstroz Agar kullanilmistir. Laboratuvar ortaminda aseptik sartlar altinda
dehidre Triptik Soy Broth, Mueller Hinton Agar ve Patates Dekstroz Agar
hazirlanmistir. Kanli Agar besiyeri ise hazir olarak kullanilmistir. Triptik Soy Broth
besiyerini hazirlamak i¢in 30 g toz besiyeri lizerine distile su ilave edilerek 1000
mL’ye tamamlanmistir. Vida kapakli kisa deney tiiplerinin her birine 5 mL

aktarilarak 121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dakika boyunca steril edilmistir.

Mueller Hinton Agar besiyeri hazirlamak i¢in 34 g toz besiyeri lizerine distile su
ilave edilerek 1000 mL’ye tamamlanmistir. Erlen mayerde besiyeri ¢ozeltisi iyice
karistirildiktan sonra aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Besiyerleri 121°C’de, 1 atm.
basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra biyogiivenlik kabinde steril petri kaplarina 4 mm

kalinliginda dokiilerek katilasmasi beklendi.

Patates Dekstroz Agar besiyerini hazirlamak i¢in 39 g toz besiyeri lizerine distile su
ilave edilerek 1000 mL’ye tamamlanmistir. Erlen mayerde besiyeri ¢ozeltisi iyice
karistirildiktan sonra aliiminyum folyo ile agizlar1 sikica kapatilmistir. Besiyeri
121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan
besiyerleri 50 °C’ye kadar sogutuldukyan sonra biyogiivenlik kabininde steril petri
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kaplarma 4 mm kalinhiginda dokiilerek katilagmasi beklendi. Hazirlanan tiim

besiyerleri kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

3.2.4. Kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi

%0,004’liik DPPH ¢ozeltisi: 20 mg 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl reaktifi 500 mL

metanol ile ¢oziilerek elde edilmistir.

1 mg/mL Askorbik asit: 20 mL metanol igerisinde 20 mg Askorbik asit eklenerek

hazirlanmstir.

%750’1lik Folin-Ciocalteu reaktifi: 1000 mL distile su ile 1000 mL Folin-Ciocalteu

reaktifi karistirilarak hazirlanmistir.

3.2.5. Test Mikroorganizmalarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan bakteri suslart Triptik Soy Broth besiyerine, mantar susu
ise Patates Dekstroz Broth besiyerine aktarilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen bakteriler Koyun Kanli Agara mantarlar ise Patates
Dekstroz Agara azaltma yontemi ile ekilerek 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Elde edilen taze kiiltiirlerden alinan mikroorganizmalar 9 mLlik Triptik
Soy Broth besiyeri iceren tiiplere inokule edilerek 0,5 McFarland (10° CFU/mL)

mikroorganizma yogunlugu ayarlanmistir.
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3.2.6. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

3.2.6.1. Disk difiizyon yontemi

Antimikrobik aktivitenin dl¢limii i¢in en yaygin kullanilan yontem disk difiizyon
testidir. Kirby — Bauer disk diflizyon yontemi antibiyotiklere duyarligin saptanmasi
amaciyla uygulanan klasik bir kalitatif yontemdir. Bu yontemde farkli antimikrobiyal
maddelerin bilinen miktarin1 igeren diskler, 0,5 McFarland yogunlugundaki
mikroorganizma siispansiyonu inokiile edilmis Miieller Hinton Agar yiizeyine
yerlestirilir. Mikroorganizmanin {iremesi (maddeye direng) veya {irememesi
(maddeye duyarli) gozlenir. Inkiibasyon sonrasinda disk etrafindaki inhibisyon zon

cap1 Ol¢iilerek maddenin bakteriye etkisi belirlenir (Strohl ve ark., 2006).

3.2.6.2. Deneyin yapihisi

Calismada hazirlanan bitki ekstraktlarina belirli  oranlarda metanol ve aseton
coziiciileri eklenerek istenilen konsantrasyonlar (6400 pg/mL, 3200 pg/mL, 1600
ng/mL, 800 pg/mL) hazirlanmistir. Hazirlanan ekstraktlardan her bir diske 10 pL
emdirilerek 24 saat oda sicakliginda steril biyogiivenlik kabinde kurumaya
birakilmistir. 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan  mikroorganizma
siispansiyonundan Mueller Hinton Agar kat1 besiyerlerine steril ekiivyon yardimiyla
aseptik sartlarda ekim yapilmigtir. Hazirlanan diskler mikroorganizma ekilmis
Mueller Hilton Agar besiyerlerine yerlestirilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Negatif kontrol olarak her ekstraktin hazirlandig1r ¢oziicii disklere emdirilmistir.
Pozitif kontrol olarak Gentamisin ve Amfoterisin B yiiklii diskler kullanilmistir. Her

sus ve ekstrakt i¢in bu ¢alisma tii¢ paralel olarak tekrarlanmistir.
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3.2.6.3. Zon c¢aplarimin olciilmesi

37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda bitki ekstraktlarinin mikroorganizmalara karsi
antibakteriyel aktivitesinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in disk etrafindaki
inhibisyon zon caplar1 (mm) dijital kumpas ile dl¢iilmiistiir. Inhibisyon zon ¢aplarina
bakilarak bitki ekstraktlarinin c¢alismada kullanilan mikroorganizmalar lizerindeki

antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.

Sekil 3.3. Disk difiizyon metodunda, a) mikroorganizma yogunlugunun belirlenmesi, b) hazirlanan

mikroorganizma siispansiyonun petriye ekimi, c¢) ekstrakt emdirilmis disklerin yerlestirilmesi, d)

inhibisyon zon ¢aplarinin 6l¢limii asamalar1
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3.2.7. Toplam fenolik maddenin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Singleton ve Rossi (1965) Folin-Ciocalteu yontemi modifiye edilerek calisilmistir.
Hazirlanan ekstrakttan 100 pL alinarak, 200 pL %50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi
ilave edilmis ve 2 dakika bekletilmistir. Uzerine 1 mL %2’lik Na,CO; ¢ozeltisi
eklenerek 1 saat karanlikta bekletilmis ve 760 nm’de absorbanslari okunmustur.
Ornegin toplam fenolik madde igerigi gallik asit standarti kullanilarak mg/ 100g

cinsinden hesaplanmustir.

3.2.8.Antioksidan aktivite

1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) radikal siipirme testi ilk olarak 1958'de Blois
tarafindan tarif edilmis ve daha sonra ¢ok sayida arastirmaci tarafindan modifiye
edilerek uygulanmigtir. Bitki Ornekleri i¢in en yaygm kullanilan antioksidan
analizlerinden biridir (Krishnaiah ve ark., 2011). Farkli konsantrasyonda hazirlanan
ekstraktlardan (250-1750 pg/mL) ve standart ¢ozeltilerden 1 mL alinarak, iizerine 1
mL  %0,04’lik DPPH ¢o6zeltisi ilave edilmisitir. Vortekslendikten sonra oda
kosullarinda karanlikta 30 dk bekletilmis ve 517 nm’de absorbanslari okunmustur.
Kontrol, 1 mL metanol ¢oziiciisiine 1 mL DPHH eklenerek hazirlanmistir. Standart
olarak Askorbik asit konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Ornegin antioksidan aktivitesi
asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.1) hesaplanmistir. %350 inhibisyonu
saglayan konsantrasyon degeri (IC50) ekstre konsantrasyonuna karsilik gelen

inhibisyon degeri grafiginden hesaplanarak bulunmustur.

A kontol— A 6rnek

% DPPH giderme aktivitesi = rontor X 100 3.1




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antimikrobiyal aktivite sonuclari

Allium  scorodoprasum L. subsp. rotundum, Allium staticiforme ve Allium
subhirsutum kisimlarindan (bulb, yaprak ve ¢icek) elde edilen ekstraktlarin B.
subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, S.
typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, S. epidermidis ATCC 12228, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 1029 mikroorganizma suslarina karsi

disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.

Hazirlanan ekstraktlar igerisinde en yiikksek antimikrobiyal aktivitenin A/l/ium
staticiforme bulb aseton ekstraktinda oldugu gézlemlenmistir. Allium staticiforme ve
Allium subhirsutum ekstraktlariin Candida albicans tlzerinde giiglii antifungal
aktivite gosteridigi saptanmustir. Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum ile
hazirlanan ekstraktlariin kullanilan test mikroorganizmalar1 {izerinde herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gostermedigi gozlenmistir.

Bitki kisimlart arasindaki antimikrobiyal etkiye bakildiginda en yiiksek aktivitenin
bulblardan elde edilen ekstraktlarda oldugu goriilmistiir. Ciceklerden elde edilen

ekstraktlarin daha ¢ok Candida albicans lizerinde etkili oldugu belirlenmistir.

Allium subhirsutum ile hazirlanan ekstraktlarin B. subtilis bakterisi disinda genis
spektrumlu antimirobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Alllium staticiforme
bulblarinin aseton ile hazirlanan ekstraktin tiim test mikroorganizmalar1 iizerinde

antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir
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4.1.1. Allium subhirsutum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Allium subhirsutum bulb, yaprak ve ¢icek kisimlarindan hazirlanan aseton, metanol
ekstraktlarinin  test mikroorganizmalart {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir.

Tablo 4.1. Allium subhirsutum gigek ekstraktlarinin test mikroorganizmalari {izerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Gapi

Test Suglar Metanol Ekstrakt(pg/mL) Aseton Ekstrakt(ug/mL) Antibiyotik
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
C. albicans 20,5 18,5 20 0 12,8 0 0 0 0 . 16
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 -
E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -
P.aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 -
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -
S. epidermdis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 B
S.typhimuri 21 -
typhimurium 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-‘: ¢alisgilmadi.

Tablo 4.1.°de elde edilen ekstraktlarin C. albicans {izerinde giiclii antifungal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ekstraktlarin kullanilan bakteriler iizerinde antibakteriyel
etkisinin olmadigr saptanmistir. Metanol ile hazirlanan ekstraktin daha yiiksek

antifungal aktivite gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.1. Allium subhirstum ekstraktlarimin a) C. albicans, b) P. aeruginosa, c) S. epidermidis, d) B. subtilis, e) S.
aureus, f) C. albicans suslari izerindeki antimikrobiyal aktivitesi
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Tablo 4.2 Allium subhirsutum bulb ekstraktlarinin test mikroorganizmalari {izerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Capi
Test Suslan Metanol Ekstrakt(pg/mL) Aseton Ekstrakt(pug/mL) Antibiyotik
6400 32001600 _ 800 __ 6400 _ 3200 _ 1600 _ 800 _ NK __ GC__ AMB
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 -
C. albicans 138 107 72 0 8.6 6 0 0 0 - 16
E. coli 82 6 0 0 7 0 0 0 0 19 -
E. faccalis 82 62 0 0 8.7 6 0 0 0 20 -
P.aeruginosa 9,7 7.8 0 0 6,8 0 0 0 0 2 -
S. aureus 8.3 0 0 0 93 6,6 0 0 0 20 -
S.epidermdis 131 102 67 0 8.5 6 0 0 0 -
S. yphimurium 99 74 0 0 78 0 0 0 0 2t -

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-*: ¢alisilmadi

Tablo 4.2.’de en yiiksek antimikrobiyal aktivite metanol ile hazirlanan ekstrakta, C.
albicans susu lizerinde goriilmistiir. Metanol ile hazirlanan ekstraktlarin test
mikroorganizmalar1 {lizerinde daha yiiksek oranda antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenmistir. Tiim konsantrasyonlarin B. subtilis bakteri lizerinde antimikrobiyal

etki gostermedigi saptanmustir.
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Sekil 4.2. Allium subhirsutum bulb ekstraktlarinin a) P. aeruginosa, b) E. coli, ¢) S. typhimurium, d) E. faecalis, e)
C. albicans, 1) S. aureus tizerinde antimikrobiyal aktivitesi
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Tablo 4.3. Allium subhirsutum yaprak ekstraktlarinin test mikroorganizmalari izerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Cap1
Test Suslart Metanol Ekstrakt(png/mL) Aseton Ekstrakt(pug/mL) Antibiyotik
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB

B. subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 -
C. albicans 8.6 6.6 0 0 0 : 0 0 0 ) 16
E-coli 65 0 0 0 0 0 0 0 0 19 -
E. faecalis 8.7 7 0 0 0 0 0 0 0 20 )
P.aeruginosa 8.3 0 0 0 0 0 0 : 0 2 )
S. aureus 6.5 0 0 0 0 0 0 0 0 20 )
S. epidermdis 92 78 0 0 0 0 0 0 0 21 )
S. typhimurium 93 75 0 0 0 0 0 0 0 1 )

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-*: ¢alisilmadi

Tablo 4.3.’de metanol ile hazirlanan 6400 pg/mL konsantrasyondaki ekstraktin
diisikk diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir. Aseton ile hazirlanan
ekstraktin kullanilan test mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktivite

gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Allium subhirsutum ekstraktlarinin a) P. aeruginosa, b) S. aureus, ¢) E. faecalis, d) C. albicans, ¢) E.

coli, 1) S. epidermidis suslar1 lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi.
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4.1.2 Allium staticiforme bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Allium staticiforme sogan, yaprak ve ¢icek kisimlarindan hazirlanan aseton, metanol
ekstraktlarinin  test mikroorganizmalart {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir.

Tablo 4.4. Allium staticiforme ¢igek ekstraktlarin test mikroorganizmalari tizerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Cap1
Metanol Ekstrakt(pg/mL) Aseton Ekstrakt(pug/mL) Antibiyotik
Test Suslari
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB
B. subtilis 93 0 0 0 12,1 0 0 0 0 17 -
C. albicans 24,1 13,4 10,3 0 27 19 13,2 0 0 - 16
E. coli 124 0 0 0 12 96 72 0 0 9 -
E. faccalis 101 0 0 0 10 0 0 0 0 200 -
P.aeruginosa 7.4 0 0 0 8 0 0 0 22 -
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 200 -
S. epidermdis 11,5 9 0 0 10,2 0 0 0 0 21 _
S. typhimurium 75 0 0 0 10,8 9 0 0 0 21 .

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-*: ¢alisilmadi

Tablo 4.4.’de hazirlanan ekstraktlarin C. albicans lizerinde yliksek oranda antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Aseton 6400 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
ekstraktin B. subtilis iizerine 12,1 mm, E. coli lizerine 12 mm, S. typhimurium
tizerine 10,8 mm, S. epidermidis lizerine 10,2 mm ve C. albicans lizerine 27 mm
inhibisyon zon c¢ap1 olusturdugu saptanmustir. Ekstraktlarin S. aureus bakterisi

tizerinde antimikrobiyal etki gostermedigi gozlenmistir.
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Sekil 4.4. Allium staticiforme ekstraktlarinin a) S. typhimurium, b) B. subtilis, ¢) C. albicans, d) P. aeruginosa, ¢)

E. coli, 1) S. typhimurium suslar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
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Tablo 4.5. Allium staticiforme bulb ekstraktlarinin test mikroorganizmalari {izerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Capi
Test Suslan Metanol Ekstrakt(pg/mL) Aseton Ekstrakt(pg/mL) Antibiyotik
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB
B. subtilis 82 0 0 0 - 10,2 6 0 0 17 -
C. albicans 282 21 7 0 - 36 30 16 0 ) 16
E. coli 0 0 0 0 ; 21 158 8 0 o -
E. faecalis 8.5 0 0 0 - 10 8,2 6 0 20 )
P.aeruginosa 8.8 7 0 0 - 11 8,2 6 0 2 -
S. aureus 0 0 0 0 - 8 6 0 0 20 .
S. epidermdis 82 0 0 0 - 8.8 6 0 0 2l )
S. typhimurium 9.7 6,5 0 0 - 12,5 8 0 0 21 )

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-: ¢alisilmadi

Tablo 4.5.°de hazirlanan ekstraktlarin test mikroorganizmalart {izerinde genis
spektrumda antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Aseton 3200 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ekstraktin C. albicans iizerinde 36 mm, E. coli iizerinde
21 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu tespit edilmistir. Metanol ekstraktinin E. coli
ve S. aureus bakterileri iizerinde etkisi yokken aseton ekstraktinin antibakteriyel

etkisi oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.5 Allium staticiforme ekstraktlarinin a) P. aeruginosa, b) E. faecalis, ¢) E. coli, d) S. aureus, e) E. faecalis,

f) C. albicans suslari tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
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Tablo 4.6. Allium staticiforme yaprak ekstraktlarinin test mikroorganizmalari tizerine antimikrobiyal etkisi

inhibisyon Zon Cap1
Test Suslari Metanol Ekstrakt(png/mL) Aseton Ekstrakt(pug/mL) Antibiyotik
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB

C. albicans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 16

E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 -

E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -
P.aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 -

S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -

S. epidermdis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 -

S. typhimurium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 -
N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMB: Amfoterisin B, ‘-*: ¢alisilmadi

Tablo 4.6.°da kullanilan ekstraktlarin  test mikroorganizmalar1 {izerinde

antimikrobiyal etkisinin olmadigi belirlenmistir.



Sekil 4.6. Antibiyotiklerin a) B. subtilis, b) C. albicans, c) E. coli, d) S. aureus, e) P. aeruginosa, t)
S. typhimurium, g) E. faecalis, h) S. epidermidis tizerindeki etkisi

39
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4.1.3. Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum antimikrobiyal aktivitesi

Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum bulb ve ¢igeklerinden elde edilen
metanolik ekstraktlarin test mikroorganizmalar: lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir.

Tablo 4.7. Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum bitkisinin antimikrobiyal etkisi

N.K: Negatif kontrol, GC: Gentamisin, AMP: Amfoterisin B, ‘-*: ¢alisilmad1

inhibisyon Zon Capi

Test Suslars Bulb Metanol(pg/mL) Cicek Metanol(pg/mL) Antibiyotik
6400 3200 1600 800 6400 3200 1600 800 N.K GC AMB
C. albicans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 16
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 v -
E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -
P.aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 -
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -
S. epidermdis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 -

Tablo 4.7.°de Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum bitkisinden elde edilen

ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum ekstraktlarinin, a) C. albicans, b) S. aureus, c) S.

epidermidis, d) E. coli, e) E. faecalis, f) S. typhimurium suslar1 tizerindeki antimikrobiyal etkisi



42

4.2. Toplam Fenolik Madde sonuglari

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmis ve
sonuglar Sekil 4.8.’de verilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde igerigi gallik asit

standard1 kullanilarak mg/100g cinsinden hesaplanmistir.
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Allium Allium Allium Allium
staticiforme  staticiforme bulb  subhirsutum  subhirsutum bulb
yaprak yaprak

Sekil 4.8. Metanolik eskraktlarin toplam fenolik icerigi

Allium subhirsutum metanolik ekstraktlarinin fenolik igerigi Allium staticiforme’ye
gore daha yiiksektir. Allium staticiforme ve Allium subhirsutum yapraklarindaki

toplam fenolik madde igeriginin soganlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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4.3. Antioksidan aktivite sonuclari

Allium subhirsutum ve Allium staticiforme yaprak ve bulblarindan elde edilen
metanolik ekstraktin 250-1750 pg/mL konsantrasyonlardaki antioksidan aktivitesi
incelenmistir. DPPH absorbansini %50 diisliren konsantrasyon degeri olarak ifade

edilen ekstrelere ait IC50 degerleri ve yiizde inhibisyon degerleri Tablo 4.8.’de

verilmigtir.
Tablo 4.8. Antioksidan aktivite sonuglari
KONSANTRASYON (pg/mL) 1Csq
EKSTRAKT 250 500 750 1000 1250 1500 1750 (ng/mL)
A. subhirsutum 9 20 34 45 56 68 85 1086
yaprak
A. subhirsutum 7 23 41 59 81 - - 847
bulb
A. staticiforme 12 28 58 76 89 - - 693
yaprak
A. staticiforme 0 2 10 15 55 76 - 1362
bulb

-:sonug almamamustir,

Tablo 4.8.de en yliksek antioksidan aktivitenin (693 pg/mL) Allium staticiforme
yapraktan elde edilen metanolik esktrakta oldugu belirlenmistir. Antioksidan aktivite
en yiiksekten sirasiyla Allium staticiforme yaprak, Allium subhirsutum bulb, Allium
subhirsutum yaprak, Allium staticiforme bulb oldugu belirlenmistir. Sekil 4.8.’de
kontrol olarak kullanilan askorbik asitle ekstraktlar karsilastirildiginda ¢alismada

kullanilan bitkilerin diisiik antioksidan aktivite igerdigi gdzlenmistir.
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1362
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Sekil 4.9. Antioksidan aktive sonuglari



BOLUM 4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Allium scorodoprasum L. subsp. rotundum, Allium staticiforme, Allium
subhirsutum kisimlarindan (bulb, yaprak ve ¢igek) elde edilen ekstraktlarin disk
difiizyon yontemiyle antimikrobiyal aktivitesi ve Allium staticiforme ve Allium
subhirsutum (bulb ve yaprak) metanolik ekstraktlarinin DPPH yontemi kullanilarak
antioksidan aktivitesi, Folin-Ciocalteu yontemiylede toplam fenolik madde miktari

belirlenmistir.

Diinyadaki bitkilerin tigte ikisi tibbi 6zelliklere sahiptir, bu tibbi bitkilerin biiyiik bir
kism1 giiglii antioksidan kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bitki kaynaklarindan elde
edilen antioksidan aktivitelerin ¢cogu, fenolik tipte bilesiklerden tiiretilmis olmakla
birlikte bu etkiler her zaman biiylik miktarlarda fenoliklerin varlig1 ile iliskili
degildir. Bu nedenle, her iki veri kiimesinin birlikte incelenmesi gerekir (Cai ver ark.,

2004).

Bitkilerdeki antioksidan aktiviteyi 6lgmede en sik DPPH siipiiriicii aktivite yontemi
kullanilmaktadir (Tohidi ve ark., 2017). DPPH konsantrasyonunu % 50 oraninda
azaltmak i¢in gerekli olan antioksidan miktarina IC50 degeri denilmektedir (Do ve
ark., 2014). Allium staticiforme antioksidan aktivitesinin ilk kez arastirildig
calismamizda IC50 degerlerinin 693-1362 pg/mL aralifinda oldugu saptanmistir.
Kullandigimiz ekstraktlarin antioksidan aktivitesi askorbik asitle karsilastirildiginda
Allium staticiforme ve Allium subhirsutum (bulb ve yaprak) metanolik ekstraktlarinin

askorbik aside gore diisiik antioksidan potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Italya’da ii¢ farkli Allium tiiriiniin bulb, yaprak ve ¢icek kisimlar1 %15°lik etanol
¢oOziiciisiinde 20 ay bekletilerek yillanmis ekstraktlar1 hazirlanmistir. 12,5 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan Allium subhirsutum bulb, yaprak, cicek ekstraktlarinin %

DPPH siipiirme aktivitesinin sirastyla % 5, %15,5 ve %56,4 oldugu rapor edilmistir.
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250 mg/mL konsantrasyondaki Allium subhirsutum toplam fenolik degerlerinin
bulbda 0,39 mg GA/g, yaprakta 1,22 mg GA/g oldugu bildirilmistir (Nencini ve ark.,
2011).

Calismamizda Allium subhirsutum bulb ve yaprak ekstraktlarinin 1250 pg/mL
konstrasyondaki % DPPH siipiirme aktivitesi sirasiyla %81 ve %56 olarak
belirlenmistir. Toplam fenolik madde degeri ise bulbda 4,8 mg GA/g, yaprakta 17,5
mg GA/g olarak tespit edilmistir. Sonuglardaki farklilik; ekstrakt hazirlama yontemi,
kullanilan ¢6ziicii, ekstrakt yogunlugu ve bitkinin toplanma yeri gibi degiskenlerden

kaynaklanabilir.

Dziri ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢calismada A. roseum var. odoratissimum bulblarinda
elde ettikleri metanolik ekstraklarinin IC50 degerini 815 pg/mL olarak tespit
etmislerdir. Allium sativum soganlarmin toplam fenolik miktart ve antioksidan
aktivitesinin incelendi8i baska bir ¢alismada toplam fenolik degeri 0,98 mg GA/g,
IC50 degeri 1003 pg/mL olarak belirlenmistir (Bozin ve ark., 2008).

Lu ve ark. (2011) Allium cepa’nin kirmizi, beyaz, sar1 ve tath gesitleri ile Allium
oschaninii tilerinin toplam fenolik miktarlarini inceledikleri ¢alismada, toplam
fenolik miktarini 1,4-17 mgGA/g arasinda oldugunu bildirmislerdir. Calismamizdaki
esktraktlarin toplam fenolik madde degerleri 2-18 mg GA/g araliginda oldugu
belirlenmistir. Literatiirdeki calismalar incelendiginde Allium tiirlerinin antioksidan
aktivite ve toplam fenolik madde analiz sonuglarinin ¢ogunlugu calismamizdaki

sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Genel olarak toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitenin diisilk olmasi, olgun
bulblarin ugucu yaginda bulunan kiikiirtlii bilesiklerin ve terpenoid maddelerin

artmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Literatiirde bitkilerdeki antioksidan aktivite ile fenolik bilesiklerin miktar1 arasinda
pozitif bir iliski oldugunu bildiren c¢alismalar bulunmaktadir (Do ve ark., 2014;
Stankovig¢ ve ark., 2015). Ayrica olumlu bir iliski olmadigini bildiren ¢aligmalar da
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vardir (Aksoy ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda Allium staticiforme ekstraktlarinin
toplam fenolik madde sonuglariyla antioksidan aktivite sonuglart arasinda pozitif bir
iliski  gorilmustir. Allium subhirsutum ekstraktlarinin toplam fenolikleriyle

antioksidan aktiviteleri arasinda olumlu bir iligki oldugu belirlenmemistir.

Son yillarda insan ve hayvan sagliginin patojen mikroorganizmalara karsi
korunmasina yonelik aragtirmalar artmistir. Gidalarda bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin varhigina karsi geleneksel yaklagimlardaki gelismelere paralel
olarak antimikrobiyal aktivite ile ilgili arastirmalar ve bitki ugucu yaglarinin
potansiyel kullanimi1 6n plana ¢ikmistir. Bu nedenle, farkli patojenlere karsi bitki
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi iizerine yogunlagsan arastirmalar diinya

capinda yapilmistir (Teles Andrade ve ark., 2014).

Najjaa ve ark. (2011) Allium roseum L. yaprak, bulb ve ciceklerinden metanol ve
aseton kullanilarak hazirladiklar1  ekstraktlarinin  antimikrobiyal —aktivitesini
arastirmiglardir. Metanol ile hazirlanan ekstraktlarin ¢alismamizda da oldugu gibi

daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Allium sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon esansiyel yaginin kimyasal
bilesimi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi bir calismada,
Allium sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon esansiyel yagimin P. aeruginosa
ve C. albicans tizerinde kullanilan antibiyotiklerden daha giiclii antimikrobiyal etki
gosterdigi  belirlenmistir (Lazarevic ve ark.,, 2010). Calismamizda Allium
staticiforme, Allium subhirsutum bitkilerinden elde edilen ekstaraktlarin C. albicans

tizerinde gii¢lii antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Baska bir calismada Allium sativum L.ve Allium porrum L. esansiyel yaglarinin E.
coli, S. aureus ve P. aeruginosa lizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirilmistir.
Calisma sonucunda Allium sativum esansiyel yagmin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ve Allium porrum esansiyel yagiin antimikrobiyal aktivitesinin olmadigi

saptanmustir (Caselli ve ark., 2013).
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Ye ve ark. (2012) Allium cepa L. esansiyel yagiin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitesini aragtirdiklar1 calismalarinda, esansiyel yagin E. coli iizerinde 13,4 S.
aureus tlzerinde 17,4 mm inhibisyon zon c¢api1 olusturdugunu belirlemislerdir.
Calismamizda E. coli iizerinde A. staticiforme bulb ekstraktinin 21 mm inhibisyon
zon ¢apl, A. subhirsutum bulb ekstraktinin 7 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu
gozlenmistir. Bu sonuglar tiire gore antibakteriyel etkinin degisebilecegini

gostermistir.

Tiirkiye’deki medikal bitkilerin antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir
arastirmada calismamizla paralel sekilde Allium scorodoprasum bulblarinin E. coli,
S. aureus ve C. albicans lizerinde antimikrobiyal etki gostermedigi bildirilmistir
(Sokmen ve ark., 1999). Baska bir ¢alismada Allium scorodoprasum yaprak
esansiyel yaglarinin E. coli lizerindeki antibakteriyel aktivitesi incelenmis ve diigiik
oranda etki gdsterdigi rapor edilmistir (Koseahmetoglu 2011). Calismamizda Allium
scorodoprasum L. subsp. rotundum tiiriniin antimikrobiyal aktivite gostermedigi
tespit edilmistir. Allium scorodoprasum tiirlerinin antimikrobiyal ajanlar igin

potansiyel bir kaynak olmadigini sdyleyebiliriz.

Literatiir incelemeleri sonucunda Allium tiirlerinin  bliylik ¢ogunlugunun
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gorlilmiis ve antimikrobiyal etkinin genellikle
mantarlar iizerinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz calismada Allium
staticiforme, Allium subhirsutum tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesi ilk kez
arastirilmis olup bu bitkilerden elde edilen ekstraktlarin yiiksek antifungal aktiviteye

sahip olduklar1 belirlenmistir.

Bircok bitkiden elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri,
gida endiistrisinde biiyiik ilgi gérmektedir. Sentetik koruyucu maddelerin yerine
dogal kaynaklarinin kullanimi, antimikrobiyal potansiyele sahip olan yeni bitki
tirlerine ihtiyact her gegen giin artmaktadir. Bu agidan bakildiginda bizim
calismamiz, Tiirkiye florasinda dogal olarak bulunan Allium staticiforme, Allium
subhirsutum bitkilerinin yeni bir antimikrobiyal kaynak olarak kullanilabilecegini

gosteren ilk calismadir.
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fleri tetkikler i¢in ¢alismamiz bir baslangi¢ noktas1 olarak degerlendirilebilir. Allium
staticiforme, Allium subhirsutum bulb ve ¢icek ham ekstraktlarinin yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan fitokimyasal bilesenler agisindan zengin oldugu
distiniilmektedir. Biyoaktif fitokimyasal bilesenlerin izolasyonu ve saflastirilmasi
yapilarak antimikrobiyal aktivitelerinin ve farkli saglik rahatsizliklarina karsi diger

iyilestirici 6zelliklerinin aragtirilmasi dnerilmektedir.
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