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OZET

Anahtar kelimeler: Cyclamen, Colchicum, antibakteriyel aktivite, antioksidan aktivite,
toplam fenolik madde

Bu ¢alismada etanol ile hazirlanan Cyclamen coum Mill., Colchicum bornmuelleri
Freyn ve Colchicum turcicum Janka ekstraktlarinin disk difiizyon yontemi ile B.
subtilis ATCC 6633, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 ve S. epidermidis
ATCC 12228, S. typhimurium ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C.
albicans ATCC 1029, S. aureus ATCC 29213 mikroorganizmalarina Kkarsi
antimikrobiyal etkileri aragtirilmistir. Ayrica hazirlanan ekstraktlarinin  DPPH
stipirme aktivitesi ile antioksidan aktiviteleri ve Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam
fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.

Cyclamen coum bitkisinden elde edilen ekstraktlarin C. albicans iizerinde orta
derecede antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Colchicum turcicum ve
colchicum bornmuelleri bitkilerinin toprak iistii ekstraktlarinin E. faecalis tizerinde
antibakteriyel etki gosterdigi  belirlenmistir. Bu  ekstraktlar diger test
mikroorganizmalari {izeride antibakteriyel aktivite gdstermemistir.

Hazirlanan ekstraktlardan elde edilen en yiiksek ve en diislik antioksidan aktivite
sonuglart (IC50 degerleri) Colchicum turcicum toprak isti 14,2 upg/mL, C.
bornmuelleri toprak alt1 768,65 ng/mL olarak tespit edilmistir. Caligmada kullanilan
ekstraktlar standart antioksidan madde olan askorbik asit ile karsilagtirildiginda C.
bornmuelleri toprak iistii ve C. turcicum toprak iistii ekstraktlarmin yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 C. bornmuelleri
bitkisinin toprak tistii kismindan elde edilen ekstraktlarda 191,85 mg GA/100g olarak
belirlenmistir.

Cyclamen coum, Colchicum turcicum ve Colchicum bornmuelleri geofit tiirleri
potansiyel antioksidan kaynagi olarak ilag¢ endiistrisi, takviye edici gida iirtinleri ve
gida  koruyucu maddeler olarak c¢ok c¢esitli alanlarda kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.
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INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT
EFFECT OF CYCLAMEN COUM COLCHICUM TURCICUM AND
COLCHICUM BORNMUELLERI PLANTS

SUMMARY

Keywords: Cyclamen coum, Colchicum, antibacterial acticity, antioxidant activity,
total phenolic compounds

In this study, antimicrobial effects of Cyclamen coum Mill., Colchicum bornmuelleri
Freyn and Colchicum turcicum Janka extracts prepared with ethanol against B. subtilis
ATCC 6633, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, S. epidermidis ATCC
12228, S. typhimurium ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 27853, C. albicans ATCC
1029 and S. aureus ATCC 29213 microorganism were investigated by using disk
diffusion method. In additon, DPPH scavening activity, antioxidant activities and
total phenolic substance amounts were determined with Folin-Ciocalteu method.

It was determined that extracts obtained Cyclamen coum plant showed moderate
antifungal activity on Candida albicans. It has been determined that abovegroun
extracts of Colchicum bornmuelleri and Colchicum turcicum plants have antibacterial
effects on E. faecalis. These extracts did not showed antibacterial activty on other test
microorganisms.

The highest and lowest antioxidant activity results (IC50 values) obtained from the
extracts were determined as Colchicum turcicum above ground 14.2 ug/mlL,
Colchicum bornmuelleri underground 768,65 pg/mL. When the extracts used in this
study were compared with the stanart antioxidant ascorbic acid, it was found that the
aboveground extracts of C. bornmuelleri and C. turcicum showed high antioxidant
activity. The total amounts of phenolic substances was determned as 191,85 mg
GA/100g in the extracts obtained from the above ground part of the C. bornmuelleri
plant.

Cyclamen coum, Colchicum turcicum and Colchicum bornmuelleri geophyte species
are thought to be used in a wide variety of fields as potential antioxidant sources in
pharmaceutical industry, food supplements and food preservatives.



BOLUM 1. GIRIS

Insanoglu, tarih boyunca giyinme, barmma, beslenme gibi ¢ok temel ihtiyaglarini
karsilamak icin bitkileri kullanmistir. Bu temel ihtiyaglara ek olarak bitkilerin
hastaliklara kars1 iyilestirici etkilerini deneyimlemesi de en eski yazili kaynaklarda
dahi goriilmektedir. Hastaliklar1 onlemek ve iyilestirmek amaciyla ilag olarak
kullanilan tibbi bitkiler hakkinda bilinen en eski kitabin M.O 3700 yilinda eski Cin
imparatoru Shin-nong tarafindan yazildig: bilinmektedir (Temel ve ark, 2018). Hitit
donemine ait tibbi tabletlerde recete formiillerine rastlanilmis olmasi Anadolu’da
insanlarin bitkilerden ila¢ olarak faydalandiginin en eski kanitidir (Faydaoglu ve

Siirtictioglu, 2013).

Ulkemiz sahip oldugu cografi konum ve farkli klimatik zellikleri, deniz seviyesinden
5000 metreye kadar farklilik gdsteren yiikseltisi, Avrupa, Akdeniz, fran-Turan olmak
tizere ii¢ biiylik floral gen bolgesinin kesisim noktasinda olmasi ile zengin bir bitki
biyogesitliligine sahiptir. Tirkiye Florasi, 4000 civarinda endemik olmak {izere
yaklasik 13000 bitki tiirlinii igermektedir. Bu say1 diinyadaki bitki tiirlerinin %4’ iinii
olusturmaktadir (Url_1).

Ulkemizin zengin florasinda tibbi ve aromatik bitkiler énemli bir yer tutmaktadir.
Anadolu topraklarinda dogal olarak yayilis gosteren ve ekimi de yapilan bu bitkilere
hashas, kimyon, nane, kekik, lavanta, adagay1, rezene, ¢orek otu, sogan, sarimsak ve

semizotu gibi bitkiler 6rnek verilebilir (Acibuca ve Bostan, 2018).

Kirli havaya maruz kalma, dogal olmayan besinlerdeki katki maddeleri ve hareketsiz
yasam viicutta serbest radikal adi verilen maddelerin olusumuna neden olmaktadir.
Serbest radikaller 6zellikle hiicrelere ve bagisiklik sistemine zarar vermektedir.

Viicuttaki serbest radikallerin etkisini en aza indiren ya da durduran, ¢ok sayida



hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlar1 6nleyen maddeler

“antioksidan” madde olarak adlandirilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013).

Tibbi aromatik bitkilerin igerdikleri alkoloidler, tanenler, flavonoidler, fenolik
bilesikler ve yag asitlerinden dolay1 antimikrobiyal ve antioksidan 6zellik gosterdikleri
bilinmektedir (Incecayir ve ark, 2019). Bu bilesiklerin serbest radikalleri temizleme,
metal selatlama, reaktif oksijen olusumunu azaltma veya engelleme seklinde etki
mekanizmalar1 vardir. Bunlara ek olarak, icerdikleri aromatik halkalarin hidroksil
gruplarindaki hidrojeni vererek besin maddelerinin serbest radikallerce okside

olmalarin1 engellemektedirler (Coban ve Batir, 2010).

Coklu yag asitleri bakimindan zengin olan gidalarda oksidatif bozulmalar
olusabilmektedir. Gida sektoriinde oksidasyon ile gergeklesen kotii tat ve kokunun
engellenmesi i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir. Antioksidanlar oksidasyon sonucu
meydana gelen kotii tat olusumunu ortadan kaldirmaz ya da olugsmakta olan siireci geri
¢evirmezler, heniiz bozulma olusmadan bu siireci geciktirir ya da baslamadan
engellerler. Bu sebeple dogal antioksidanlarin eldesi ve kullanimi hakkinda bir ¢ok
calisma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalara gore bitkilerden elde edilen antioksidanlarin
sentetik olanlara gore daha etkili oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle gida endiistrisinde
hem tiiketici hem de iiretici agisindan gidalarda koruyucu dogal tiriinlerin kullanilmasi
onem arz etmektedir (Gedikoglu ve ark., 2019; Ozbek, 2019).

Son donemlerde antibiyotiklerin asir1 miktarda kullanimma bagli olarak
mikroorganizmalarin bu antibiyotiklere kars1 olusturduklar: direng her gecen giin daha
da artmaktadir. Diinyanin gelismekte olan iilkelerinde oliimlerin neredeyse yarisi
salgin hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Bu iilkelerin kiiresel saglik hizmetlerinde
karsilastiklar: sorunlarin en basinda mikrobiyal enfeksiyonlar: tedavi etmek i¢in yeni,
etkili ve uygun fiyatl ilaclarin eksik olmasi yer almaktadir. Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonadlar ve Enterobacteriaceae iiyeleri gibi solunum ve
deri enfeksiyonlarina yol acgan, gastrointestinal, iirogenital hastaliklara ve yara
kontaminasyonlarina neden olan mikroorganizmalar bilinen eski antibiyotiklerin

neredeyse tamamina karsi direng goOstermektedir. Yapilan calismalarda hastane



kaynakli enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biri olan Staphylococcus aureus’
un klinik izolatlari, penisilin, gentamisin, tobramisin, amikasin, siprofloksasin,
klindamisin, eritromisin, kloramfenikol, trimetoprimin gibi bir dizi antimikrobiyal

maddeye kars1 direngli olduklarini géstermistir.

Antimikrobiyal maddelere kars1 direngli bakteri tiirlerinin ¢ogalmasi, antibiyotiklerin
yaygin ve uygun olmayan sekilde kullanimi ve antimikrobiyal etkili maddelerin
besicilik sektoriinde biiylime arttirict olarak yaygin kullanimi gibi faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Mikrobiyologlar ve farmakologlarca insanlarda ve hayvanlarda
antibiyotik direnci sorununun uzun siire devam edecegi tartigmalarinin arka planinda,
bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in bitkilerden elde edilen kimyasallarin giiclii alternatif
tedavi yaklagimlar1 olusturacagi yapilan ¢aligsmalarla kanitlanmaktadir (Elisha ve ark,

2017).

Hindistan’da 16 farkli tibbi bitkinin kok, yumru, kabuk, yaprak ve tohumlarindan elde
edilen methanol, kloroform ve sulu ekstraktlarinin antimikrobiyal ve fitokimyasal
aktiviteleri arastirilmig, kullanilan bitkilerin en fazla Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhi, Escherichia coli. Streptococcus agalactiae tiirlerine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdikleri belirtilmistir (Pandya ve ark., 2019).

Gishen ve ark. (2020) Etiyopya’da 6 farkli tibbi bitki tiirii (Lavandula angustifolia,
Cymbopogon citratus, Mentha piperita, Chenopodium ambrosioides,  Aloe
ankoberensis, Aloe pulcherima) ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda L. Angustifolia, C.

citratus, M. piperita tiirlerinin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigini belirtmistir.

Giliney Afrika’da 11 tibbi bitki ile yapilan calismada Typa capensis’in aseton
ekstrelerinin anti-enflamatuar ve antioksidan etki ortaya koydugu, bu tiirden elde
edilen bilesiklerin dogal bir antienflamatuar ilag olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(Ondua ve ark., 2019).

Yapilan bagka bir calismada Cin, Gliney Kore ve Endonezya’dan toplanan dokuz farkl

bitkinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmig, Syzygium



aromaticum , Pueraria lobata , Plantago asiatica ve Kalopanax pictus tiirlerinin

yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Chang ve ark., 2020).

Bu ¢alismada Cyclamen coum tiiriiniin ~ bulb, yaprak ve ¢igeklerinden, Colchicum
turcicum ve Colchicum bornmuelleri tiirlerinin ise toprak alti ve toprak {istii
kisimlarindan etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin test mikroorganizmalara karsi disk
difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Ayrica elde
edilen etanolik ekstraktlarin DPPH yontemi kullanilarak antioksidan aktiviteleri ve

toplam fenolik igeriklerinin belirlenmesi amaglanmastir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Geofitler

Geofit bitkiler, govdeleri farklilasarak toprak altinda besin depo edebilen soganli,
yumrulu ve rizomlu bitkilere verilen genel isimdir. Geofitlerin gévdeleri toprak altinda
bulundugundan olumsuz ¢evre kosullarina karsi direnci diger ¢igekli bitkilere oranla
daha yiiksektir. Geofit bitkiler hem tibbi ve aromatik bitkiler olarak hem de hos
goriintisleriyle park ve bahgelerde peyzaj bitkisi olarak kullanilmaktadir (Seyidoglu,
2009). Geofit bitkiler Amaryllidaceae, Ranunculaceae, Primulaceae, Araceae,
Geraniaceae, Liliaceae, Iridaceae, Oxalidaceae olmak iizere toplam 8 familya altinda
incelenmektedir (Ozbucak ve ark., 2017). Diinya iizerinde geofitlerin yayilim
gosterdigi alanlar, Akdeniz ikliminin varligin siirdiirdiigii, kislart nemli ve 1lik, yazlar

ise kurak ve sicak olan bolgelerdir.

Diinya {izerinde Geofit tiirlerinin en fazla goriildigi yerler Tirkiye, Kuzey Afrika
Ispanya, Yunanistan gibi Akdeniz’e kiyis1 olan iilkeler, Cin, Rusya, Japonya gibi Asya
tilkeleri, Amerika Kitasi’nda $ili ile Washington arasinda kalan bolgeler ile Kanada’
da British Columbia eyaletine kadar uzanan daglik alanlar ve en ¢ok cinsi barindiran
Giiney Afrika olarak siralanabilir. Dogal geofitler Akdeniz ikliminin hiikiim siirdigii
alanlar disinda Orta Asya, Afganistan, Iran ve subtropikal yerlerde yayilis

gostermektedir (Tanriverdi, 2019).

Tiirkiye florasinda geofitler yaklasik 1000 takson igermektedir. Ozhatay’a (2013)
gore, Tiirkiye florasinda bulunan 1056 taksondan 424 adedi endemik olup endemizm
oran1 %40' tir. Monokotiledon sinifindaki 927 taksonun 386 adedi endemik iken
endemizm oran1 %30 olarak belirlenmistir. Dikotiledon sinifina mensup 129 taksonun

ise 38 adedi endemiktir ve endemizm orani %30 olarak hesaplanmistir.



Insanlik tarihi boyunca geofitler, sahip oldugu ¢ok cesitli 6zellikleri nedeniyle, peyzaj
bitkisi, tibbi ve aromatik amagli olarak genis bir sekilde kullanilmistir. Gegmis yillarda
geleneksel halk hekimliginde kullanilan geofitlerden giiniimiizde modern tipta da
yararlanilmaktadir. Lilium candidum L. soganlari, igerdigi saponinlerden dolay1
geleneksel halk hekimliginde yanik ve sisliklerin tedavisinde kullanilmaktadir (Ozel
ve Erden, 2010). Crocus sativus igerdigi glikozidik krosetin, pikrokrosin ve safranal
bilesiklerinden dolay1r antioksidan, antikanserojenik, antimutajenik etkiler
gostermektedir (Liakopoulou-Kyriakides, 2002). Alium tiirlerinin yapisindaki kiikiirtlii
bilesiklere bagli olarak antimikrobiyal, antioksidan etkileri oldugu kanitlanmistir
(Semerci, 2019). Galanthus cilicicus tiirii zengin alkoloid igermesinden dolay1

antienflamatuar 6zellik tasimaktadir (Kaya ve ark., 2017).

2.1.1. Cyclamen coum Mill.

Yumrulu bitki cinslerinden birisi olan Cyclamen, peyzaj igin tercih edilen ve

uluslararasi boyutta ticareti en sik yapilan bitkilerdendir.

Cyclamen ismi latince ‘kuklamis, kuklamiren’ kelimelerinden koéken almaktadir.
Latince “kuklos” veya “cyclos” kelimeleri daire anlamina gelmektedir. Theophrastus
(M.O. 370-285), yumrularinin ve yapraklarmin yuvarlak olmasindan ve meyve
saplarinin helezonik sekilde asagi dogru uzanigindan esinlenerek bu bitkilere ilk kez

Cyclamen ismini kullanan bilim insani olmustur (Aydin ve ark., 2015).

Cyclamen cinsinin diinyada yayilis alanlar1 batidan doguya dogru Blear adalari’ndan
Iran’a kadar; kuzeyden giineye dogru ise Alp ve Karpat Daglari’ndan Ortadogu ve
Kuzey Afrika’ya kadar uzanmaktadir (Miiftiioglu ve Altay, 2006).

Siklamen bitkisinin Tiirkiye’ de yayilis alanlar1 kuzeyde; Amasya, Artvin, Bolu,
Trabzon, Rize, Giresun; giineyde Antalya, Isparta, Adana, Mersin, Osmaniye,
Kahramanmaras; batida ise Mugla, Izmir, Aydin, Balikesir, Canakkale, Denizli ve

Eskisehir olmak iizere toplam 24.578 ha’dir (Cengiz, 2019).



Calisma konumuzda yer alan C. coum Miller’ in sistematigi asagida verilmistir.

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Sube : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Takim : Ericales

Aile : Primulaceae

Cins ; Cyclamen

Tiir : Cyclamen coum Miller

Alttiir : Cyclamen coum subsp. coum Miller

Cyclamen coum, iilkemizde deniz seviyesinden 2100 metre yiikseltiye kadar humuslu
topraklarda, igne yaprakli ormanliklar alanlarda, bodur agaglarla ve calilarla kaplh
nemli bolgelerde ve nemli kayalik alanlarda dogal olarak yayilis gosterebilmektedir
(Kogak, 2019).

////////////// N W
/ / //%////// //

(RN
oy ///// s
! .’ .
7 /
— f)-_/

Sekil 2.1. Cyclamen coum’ un tilkemizdeki dagilis haritasi (Url_2)

Cyclamen coum yumrulari, genellikle 3,5 cm’den kiigiik ¢apli olup fazlaca basik kiire
seklinde, tiiylii, tabanindan koklenmektedir. Yapraklar -¢iceklenme zamanindan 6nce-
kisin veya erken ilkbaharda ortaya ¢ikar. Kiire benzeri veya kalbe benzer sekilde, 2-7
cm boyutunda olabilen yapraklarin rengi mat yesil ya da tistii benekli, kenar bosluklar

tam ya da bazen diizensiz dislidir (Davis, 1978). Tag yapraklar kirmizi, pembe, beyaz



renkli; loplari kisa, kiit ve genellikle 10 mm’den kisadir. Meyve, kapsiil seklindedir
(Cengiz, 2019).

Sekil 2.2. Cyclamen Coum A) Bulb B) Yaprak ve ¢icek

Cyclamen coum bitkisi Anadolu’ da yer somunu, domuz turbu, domuz elmasi gibi

yoresel adlarla da bilinmektedir.

Cyclamen coum siis bitkisi olarak kullanilmasinin disinda igerdigi sekonder
metabolitler nedeniyle ilag ve kimya endiistrisinde de kullanilmaktadir. Literatiir
calismalarinda  Cyclamen  coum  bitkisinden  coumoside, cyclominorin,
deglucocyclamine, cyclacumin, mirabilin lacton, cyclamiretin ve cyclamigenin
kimyasal maddeleri izole edilmistir (Calis ve ark., 1997; Yayl ve ark., 1998; Bokov
ve ark., 2020).

Yildiz ve ark., (2013) Cyclamen coum ekstraktlar1 uygulanan akciger kanseri ve rahim
agz1 kanseri hiicre hatlarinda, kanser hiicrelerinin ekstrakt icerigindeki aktif maddelere
kars1 duyarlt olduklarini tespit etmis ve bu aktif maddelerin potansiyel kemoterapotik

ajan olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.



2.1.2. Colchicum sp.

Ulkemizde dogal yayilis gdsteren geofitlerden birisi olan Colchicum hem bir siis
bitkisi olarak hem de igerdigi cesitli alkoloidlerle tibbi bir bitki olarak siklikla
kullanilmaktadir. Cinsin Latince isminin kokeni bolca yayilis gosterdigi Dogu
Karadeniz, Batum ile Giiney Kafkasya, arasindaki bolgenin eski ismi olan “Colchis”

kelimesinden gelmektedir (Toplan, 2016).

Colchicum cinsi Kuzey Yarimkiire’ de 6zellikle Akdeniz Bolgesi’nde daha fazla
bulunmakla beraber Avrupa, Kuzey Afrika ve Himalayalar’ in kuzeyine kadar yayilis
gostermektedir (Diisen, 2015). Ulkemizde en bol bulunan dogal yayilis alanlari ise
Adana, Afyon, Antalya, Ankara, Artvin, Denizli, Eskisehir, Giresun, Isparta, Istanbul,
Karaman, Konya, Manisa, Mugla, Rize ve Trabzon sehirleri olarak belirtilmistir (Sart,
2020). Yurdumuzda 35 Colchicum tiiri bulunmaktadir ve bu tiirlerden 15 tanesi
endemiktir (Akan ve Eker, 2005).

Colchicum cinsine ait sistematik tablosu asagida verilmistir.

Alem : Plantae
Altalem : Tracheobionta
Sube : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Liliales

Aile : Colchicaceae
Cins : Colchicum

Colchicum tiirleri ¢igeklenme zamanina gore iki gruba ayrilmaktadirlar. Sonbaharda
cicek agan Colchicum tiirlerinde ¢igekler ve yapraklar farkli mevsimlerde meydana
gelmektedir. Bu tiirlerde, yapraklar ilkbaharda ortaya ¢ikarlar. Ilkbaharda ¢icek acan
tiirlerde ise ¢igekler ve yapraklar bir arada goriinmektedir. Sonbaharda cigcek agan
tiirler, ilkbaharda cigek acan tiirlere gore genellikle daha biiyiik sogana ve tohumlara

sahiptirler (Toplan ve ark., 2016).
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Tablo 2.1. Turkiye’de yetisen ve sonbaharda ¢igek agan Colchicum tiirleri (Toplan, 2016)

Colchicum balansae
Colchicum heldreichii
Colchicum inundatum
Colchicum boissieri

Colchicum percicium

Colchicum chalcedonicum subsp.

punctuatum

Colchicum micranthum
Colchicum cilicicum
Colchicum davisii
Colchicum soboliferum

Colchicum speciosum

Colchicum decaisnei
Colchicum dolichantherum
Colchicum baytopiorum
Colchicum macrophyllum
Colchicum ignescens

Colchicum imperatoris-frederici

Colchicum bivonae
Colchicum kotschyi
Colchicum kurdicum
Colchicum turcicum

Colchicum lingulatum subsp.

rigescens

Colchicum variegatum
Colchicum hirsutum
Colchicum micaceum
Colchicum chlorobasis
Colchicum paschei

Colchicum chalcedonicum subsp.
chalcedonicum

Colchicum poryphyllum
Colchicum sanguicolle
Colchicum stevenii
Colchicum sieheanum

Colchicum szovitsii subsp.
branchyphyllum

Colchicum tiirlerinden sonbaharda ¢igek aganlarina Anadolu’ da Acigigdem,

Giizgigdemi, Oksiizali, Oksiiz ¢igegi, Ay ¢igdemi, itbogan, Likofor, ve Tarhanagicegi

gibi isimler verilmektedir (Diisen, 2015).

Tablo 2.2. Tirkiye’de yetisen ve ilkbaharda cicek agan Colchicum tiirleri (Toplan, 2016)

Colchicum lagotum
Colchicum atticum
Colchicum manissadjianii
Colchicum crocifolium
Colchicum serpentinum
Colchicum szovitsii subs

szovitsii

Colchicum figlalii
Colchicum micranthum
Colchicum leptanthum
Colchicum burttii

Colchicum trigynum

Colchicum minutum
Colchicum munzurense
Colchicum raddeanum
Colchicum triphyllum

Colchicum szovitsii
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2.1.2.1. Colchicum bornmuelleri Freyn

Cok yillik ve otsu forma sahip olan Colchicum bornmuelleri Freyn. tiirii 1000-1900
m. yiikseltide Fagus ve Abies ormanlari arasinda ve ¢ayirlik alanlarda bulunmaktadir.
Endemik olan tiir iilkemizde Marmara’nin dogusu, Bat1 ve Orta Karadeniz ile Orta

Anadolu’da yayilis gostermektedir.

T

—

Sekil 2.4. A) Colchicum bornmuelleri, B) Colchicum turcicum
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2.1.2.2. Colchicum turcicum Janka

Cok yillik otsu forma sahip olan Colchicum turcicum tiirii ytikseltisi 50 ile 200 m.
arasinda degisen bolgelerde, 1slak cayirlik alanlar ve tarla agikliklarinda yayilis
gostermektedir. Yurdumuzda endemik olmamasina ragmen dar bir vejetasyon
gdsteren C. turcicum tiirine Kuzey Bati Anadolu’nun Istanbul, Yalova, Kocaeli,

Sakarya kisimlarinda rastlanilmaktadir ( Giiner, 2012; Url_2).

T

—

Sekil 2.5. Tiirkiye’de Colchicum turcicum yayilis alanlar1 (Url_2)

2.1.2.3. Colchium tiirleri iizerine yapilan farmakolojik ¢calismalar

Colchicum tiirlerinde ¢ok farkli colchiconoid alkoloidler bulunmaktadir. Antik
caglardan beri bilinen bu alkoloidlerin biyolojik aktivitelerinden ¢ok ¢esitli alanlarda
yararlanilmigtir. Kolsisin alkoloidi ilk kez 16. yiizyllda Colchicum tiirlerinin
soganlarindan, daha sonra 18. yiizyilda bitkilerin tohumlarindan ekstrakte edilmistir
(Kiigiik ve ark., 2017).

Colchicum bitkisinden elde edilen alkoloidlerin en iyi bilineni Kolsisin (Sekil 2.3),
antienflamatuar ozelliklere sahip oldugu i¢in Gut Hastaligi, Ailesel Akdeniz Atesi,
Behget Hastalig1 tedavisinde tercih edilen bir ilag olarak kullanilmaktadir (Akbulut,
2009).

Kolsisin hiicre boliinmesinin metafaz safthasinda mikrotiibiiler polimerizasyonu

engelleyerek giiglii bir antitiimoral etki ortaya koymaktadir. Ancak tedavide letal doz
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ile tedavi edici dozun birbirine ¢ok yakin olmasi biiyiik bir soruna neden olmaktadir
(Brossi, 1990).

Kolsisin bitki biyoteknolojisi arastirmalarinda da kromozom setlerinde ayrilmamaya
neden olmasindan o6tiirli poliploid yapilar olusturmada faydalanilan bir maddedir
(Poulev, 1993).

Sekil 2.6. Kolsisin kimyasal formiilii

Farkli Colchicum tiirlerinden Antikolinesteraz, isoquinolin alkoloidleri ve kumarik
asit, ferulik asit, kaffeik asit, vanillik asit, 2-hidroksibenzoik asit gibi fenolik asitler
izole edilmistir (Azadbahkt ve ark, 2020). Colchicum bornmuelleri ve Colchicum
turcicum bitkilerinden izole edilen sekonder metabolitler Tablo 2.3. ve Tablo 2.4.” te

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Colchicum bornmuelleri bitkisinden elde edilen alkoloidler, flavonlar ve fenolik asitler (Toplan, 2016)

Alkoloidler Flavonlar ve Fenolik Asitler
Kolsisin Benzoik asit ve tiirevleri
Demekolsin Kumarik aist

2-demetilkolsisin Kafeik asit

3-demetilkolsisin Ferulik asit

Kornigerin Luteolin

2-demetil demekolsin Vanillik asit

3-demetildemekolsin
Kolsifolin
N-formil-Ndeasetilkolsisin
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Tablo 2.4. Colchicum turcicum bitkisinden elde edilen alkoloidler ( Husek ve ark., 1990)

3-Demethylcolchicine
3-Demethyldemecolcine
N-Deacetyl-N-formylcolchicine
Demecolcine

Cornigerine
2-Demethyldemecolcine
Colchifoline

Colchicine

2.2 Test Mikroorganizmalari

2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus yaklasik 1um biyiikliigiinde yuvarlak, sporsuz, kapsiil
bulundurmayan bakterilerdir. Gram boyasi ile boyandiklarinda tiziim salkimi seklinde
goziiken bakteriler tek ikili ya da dortlii halde goriilebilmektedir (Agagfidan, 2005).

Staphylococcus aureus, yiiksek virulansa sahip, yasami tehdit eden enfeksiyonlara
neden olabilen ve ¢evresel kosullara ¢ok iyi adapte olabilen gram pozitif bir bakteri
tiriidiir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nde gelen sebepleri arasinda yer alan S.
aureus toplum koékenli enfeksiyonlarda da giderek daha fazla yer edinmektedir. Gram
pozitif bakteri kaynakli enfeksiyonlarda en ¢ok goriilen S.aureus, dermatolojik doku
enfeksiyonlari, ameliyat sonrasi gelisen enfeksiyonlar , zatiirre, kemik iltihab,
endokardit gibi pek g¢ok ciddi enfeksiyonlara da sebep olmaktadir. S. aureus
enfeksiyonlari, 1940’11 yillarin baslarinda penisilin ile kolaylikla tedavi edilirken, kisa
stire i¢inde Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda penisiline direng kazanmustir.
1950’11 yillarda eritromisine ve tetrasikline direng gozlenmis, 1961°de ise metisiline
direngli S. aureus (MRSA) tanimlanmistir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA)
suglarindan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisi zor, mortalite ve morbiditesi

yuksektir (Glingor ve ark, 2012).
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2.2.2. Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasindan Escherichia coli (E. coli), gram boyas: ile
boyandiginda kirmizi goriinen, genellikle hareketli fakiiltatif anaerob, sporsuz, bir
bakteri tiiriidiir. Basit besiyerinde 18-24 saatte ¢cogalabilmektedirler. Kat1 besiyerinde
cesitli formlarda kolonizasyon olustururlar (S, M veya R). 15 ile 45 °C araliginda
tireme gosterebilen E. coli i¢in optimum iireme sicakligi 37 °C olarak belirtilmistir.
Diger bakteri suslarindan farkli olarak 44°C’ de iireyebilmektedirler. Buyyon ve jeloz
gibi genel besiyerlerinde pH 7.2°de kolaylikla gelisirler. Jelozda kabarti seklinde,
yuvarlak, diizgiin, kii¢iik capli, mat olmayan S tipi koloniler yaparlar (Bilgehan, 1995;
Agacfidan, 2005).

Konak hiicrelere tutunma sekilleri ile etkileri, toksin iiretimi ve yayilma gibi virulens
faktorlerini kapsayan virotipik siniflandirmaya gore, sindirim sistemi hastaliklarina
yol acan E. coli’ nin 5 virotipi bildirilmektedir. Idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan
patojenler arasinda en yaygin goriilen E. coli’ dir (Cetin ve ark., 2006). Su ve gidalarda
E. coli varligi, bunlara diski bulasi oldugunun gostergesidir (Balpetek, 2009).

2.2.3. Enterococcus faecalis

Enterokok cinsi bakteriler 10-45 °C’de tireyebilen, 60 °C’de 30 dakika canli kalabilen,
%6.5 NaCl igeren ortamda iliremeyi siirdiirebilen bakterilerdir. Ayrica pH’ 1 yiiksek
ortamlarda, %40 sofra tuzu i¢eren ortamlarda iireyebilirler. Fakiiltatif anaerob olan bu
bakteriler sitokrom enzimleri bulunmadigi i¢in katalaz negatiftirler. 32 farkl: tiir igeren
enterokoklarin en 6nemli iiyeleri E. faecalis ve E. faecium olup bu tiirler insan sindirim

sistemde dogal olarak yasayabilmektedirler.

Enterokoklar digki kaynakli olmalar1 ve olumsuz cevresel faktorlere karsi direngli
olmalar1 sebebiyle genellikle gida, bitki, su ve toprakta goriilebilmektedir.
Enterokoklar ¢ok gesitli konake¢1 dagilimina sahiptirler. Insan ve hayvanlarm derisinde
gastrointestinal sisteminde, tireme ve bosaltim sistemlerinde bulunabilirler. Canli

ortamlar disinda, ylizey sularinda, akarsularda, kanalizasyonda, toprakta ve ¢esitli gida
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maddelerinde enterokoklar bulunabilirler. Enterokoklarin virulansi dar olmasina
ragmen, toplum ve hastane merkezli enfeksiyonlarin 6nemli nedenleridir. E. faecalis
ve E. faecium’ un metabolik faaliyetleri sonrasinda a¢iga ¢ikan sitolizin, insan ve
hayvan eritrositleri i¢in hemolitik aktivite gosterir. Ayrica E. faecalis’ te gozlenen
biyofilm olusumu bu patojenin kalp kapaklarinda ve bosaltim sistemi kisimlarinda
koloniler olusturmasini kolaylastirmaktadir. Son donemde Enterokoklarin amfisilin ve
penisiline kars1 direng gostermeleri bu antibiyotiklerin kullanimini kisitlamaktadir
(Matyar ve Dinger, 2010).

2.2.4. Bacillus subtilis

Bacillaceae familyasina dahil olan Bacillus subtilis, ¢lirtimiis bitki artiklar toprak, su,
havada gibi ¢ok cesitli ortamlarda bulunabilen gram pozitif bir bakteridir. Saprofit bir
bakteri olan Bacillus subtilis dogada madde dongiisiine 6nemli katki saglamaktadir.
Bu bakteriler genellikle oksijen igeren ortamda yasamalarina ragmen oksijen
icermeyen nitrath ortamlarda da gelisebilmektedirler. Bacillus subtilis, sicaklik ve
kurakligin hiikkiim siirdiigii ekstrem kosullarda endospor olusturarak canliligini
korumaktadir. Endosporlar: fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi ¢ok dayanikli olan
Bacillus subtilis, dogada genellikle spor formunda bulunmaktadir. Bu bakterilerin
metobolik faaliyetleri sonucunda iirettikleri ¢esitli maddeler ve enzimler ortamda yer
alan diger mikroorganizmalari baskilamaktadir. Bu 6zelligi ile uzun yillardir gida, yem

ve tarim sanayiinde kullanilmaktadir (Yonsel, 2010).

Bacillus bakterilerinin tirettigi amilaz, proteaz, lipaz benzeri enzimler, antibiyotikler
ve bakteriyosinler endiistriyel 6neme sahip metabolitler gida farmakoloji ve kimya

endiistrilerinde kullanilmaktadir (Vaikundamoorthy ve ark., 2018).
2.2.5. Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis, gram pozitif, katalaz pozitif ve koagiilaz negatif bir

bakteridir. Mikroskop altinda hiicreler salkim halinde izlenebilmektedir. Fakiiltatif

anaerob ozellik sergilemelerine ragmen ancak oksijenli ortamlarda daha iyi irerler.
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15-45 °C ireme gosteren bu bakteriler igin optimum sicaklik 30-37 °C’ dir.
S.epidermidis optimum tireme potansiyelini %10 NaCl i¢eren ortamda gostermektedir
(Agagfidan ve ark., 2005).

Staphylococcus epidermidis deride bas, koltuk alt1, burun delikleri gibi bolgelerde yer
alan normal bir flora bakterisidir. Son donemlerde hastane kaynakli enfeksiyonlarda
siklikla karsilasilan bir tiir olan S. epidermidis’in etken oldugu enfeksiyonlarin gogu
kateter, kalp kapake¢igi protezleri, eklem protezleri ve diger cerrahi implantlarin
viicuda yerlestirilmesinden sonra goriilmektedir. S. epidermidis 'in biyofilm olusturma

ozelligi de bulunmaktadir (Eryilmaz ve Giirpinar, 2017).

2.2.6. Salmonella typhimurium

Enterobacteriaceae familyasina ait olan Salmonella typhimurium ¢omak seklinde
hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz gram negatif bir bakteridir. Bakteriyolojik boyalarla iyi

boyanmaktadirlar.

Salmonella bakterileri ¢ok c¢esitli besiyerlerinde kolaylikla iireyebilen aerob veya
fakiiltatif anaerob Ozellik gosteren mikroorganizmalardir. Genis lireme sicaklik
araligina (20-42 °C) sahip olan bu bakteri tiirii i¢in optimum tireme sicakligir 37 °C’
dir. Disiik alkali ortamlarda optimum biiylime gosteren S. typhimurium, buyyon ve
benzeri sivi besiyerinde homojen bulanik bir goriintii ortaya koymaktadir. Jelozda 2-3
mm ¢apinda yuvarlak, diizglin yiizeyli veya kenarli koloniler yaparlar. (Bilgehan,
1995).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal eldesi

Calismamizda kullanilan Cyclamen coum Sakarya ili Pamukova ilgesi Cilekli koyii
karisik orman altindan 2019 yilinin Mart ayinda toplanmistir. Colchicum turcicum tiirii
2020 yilinin Ekim ayinda Cilekli Koyii merasindan, Colchicum bornmuelleri tiirii ise
2019 yilinin Ekim ayinda Sakarya ili Tarakl1 ilgesi Tuzla Koyt ¢ikisindan toplanmuistir.
Alinan ornekler Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma

Laboratuvari Bitki kolleksiyonunda saklanmaistir.

3.1.2. Kullanilan test mikroorganizmalar

B. subtilis ATCC 6633, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 ve S.
epidermidis ATCC 12228, S. typhimurium ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 27853
ve C. albicans ATCC 1029, S. aureus ATCC 29213 suslar1 kullanilmustir.

3.1.3. Kullanilan arac gerec¢ ve sarf malzemeler

Calismada kullanilan arag ve gereg ve sarf malzemeleri Sakarya Universitesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari, Sakarya Universitesi Herbaryum’u ve
Sakarya Universitesi Bitki Fizyolojisi Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Bu arag ve

gerecler Tablo 3.1.°de sarf malzemeler ise Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan arag ve geregler

Etiiv(NUVE) Kumpas

Mikropipet (GILSON) Mikropipet Ucu

Otoklav (Alp CI-321) Baget

Hassas Terazi Manyetik Karistirict (IKA RCT Classic)
Erlen Oze

Filtre Kagid1 Pipet

Uv Spektrometre Cam Balon
Densitometre (Biosan Den-1) Deney Tiipit

Rotary Evaporator Beher

Pens Blender (ARZUM)
Folyo Mikropipet 100-1000 M1

Tablo 3.2. Kullanilan sarf malzemeler

Metil alkol (SIGMA) Patates Dekstraz Agar

Etil alkol(SIGMA) Mueller Hinton Agar (MERCK)
Aseton(SIGMA) Streg film

DPPH(SIGMA) Olgiim kabi

9 mm ¢apinda steril petri Gentamisin

Antibiyotik Diskler (HIMEDIA) Otoklav poseti

Triptik Soy Broth (MERCK) Ekiivyon Cubuk

Parafilm Flukonozol

Numune sisesi

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Alman bitki 6rneklerinden Cyclamen coum bulblari, Colchicum turcicum ve
Colchicum bornmuelleri tiirlerinin toprak alti kisimlar1 distile su ile yikanarak
topraklarinda arindirilmistir. Tiim materyal yedi giin siire ile gélgede oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir. Kurutulan érnekler kisimlarina gore siniflandirilarak elektrikli

ogiitiicii ile toz haline getirilmistir.
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3.2.2. Direkt oziitleme

Ogiitiilen tiim bitki kistmlar1 100 gr olacak sekilde ayr1 ayr1 hassas terazi ile tartilip
vida kapakli cam siselere konulmustur. Siselere konulan materyaller tizerlerine 100 ml

etanol eklenerek manyetik karigtiricida 72 saat karigtirilmastir.

3.2.3. Coziiciilerin uzaklastirilmasi

Oziitleme islemi sonrasinda ¢dzeltiler Whatman kagidi ile daha 6nceden daras1 alinmis
cam balonlara siiziilmiistiir. Siiziilen bitki ekstraktlarini ¢oziiciilerden uzaklastirmak
i¢in 40 - 45° C’de rotary evaporatdr kullanilmistir. Hazirlanan ekstraktlar kullanilacag:
zamana kadar +4 °C’de saklanmistir. Antimikrobiyal aktivite deneyleri i¢in 6400
ug/disk antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerik i¢in 1000 pg/mL stoklar

hazirlanmistir. Deney asamalari Sekil 3.1.°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Bitki ekstraktlarmin hazirlanmasi A) Ogiitme, B) Siizme, C) Ugurma, D) Konsantrasyon ayarlama
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3.2.4. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Calismamizda mikroorganizmalar1 iiretmek amaciyla Triptik Soy Broth, Mueller
Hinton Agar besiyeri kullanilmistir. Aseptik kosullarda toz halindeki TSB ve MHA
laboratuvar ortaminda hazirlanmistir. TSB besiyeri, 30 gr graniil haldeki besiyeri
tizerine deiyonize su eklenerek 1000 mL’ ye tamamlanmigtir. Deney tiiplerine 5 mL
olacak sekilde besiyeri doldurularak 121°C’de, 1 atm basing altinda 15 dakika
boyunca steril edilmistir. islem sonrasinda besiyerlerinin kapaklar1 kapatilarak deney

stiresine kadar +4 °C’de saklanmustir.

MHA besiyeri yapmak i¢in 34 gr toz dehidre besiyerine deiyonize su eklenerek 1000
ml’ye tamamlanmistir. Vida kapakli cam sise igerisinde siispansiyon iyice
karistirilarak kapaklari gevsek birakilarak kapatilmistir. Vida kapakli cam sise 121
°C’de, 1 atm basing altinda 18 dakika otoklavda sterilizasyona maruz birakilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda 50 °C’ye kadar sogutulan besiyerleri laminar flow kabin
igerisinde 9 mm’lik steril petri kaplarina dokiilerek hazirlanmistir. Hazirlanan

besiyerleri ¢alisma anina kadar +4 °C’"de saklanmustir.

3.2.5. Kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi

%0,004’ lik DPPH ¢ozeltisi: 0,02 g 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl reaktifi 0,5 L

etanol ile ¢oziilerek elde edilmistir.

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

hazirlanmustir.

%S50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi: 1000 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ile 1000 pL distile

su karistirilarak hazirlanmistir.



22

3.2.6. Test mikroorganizmalarimin hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak olan mikroorganizmalar Triptik Soy Broth besiyerine inokiile
edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Aktiflestirilen taze kiiltiirlerden alinan
bakteriler 9 mL’lik deney tiiplerindeki Triptik Soy Broth besiyerine aktarilarak 0,5
McFarland (108 CFU/mL) bakteri yogunlugu ayarlanmustir.

3.2.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Calismamizda kullanilan ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesinde Disk
Diflizyon Yontemi kullanilmistir. 6400 pg/disk konsantrasyonda hazirlanan bitki
ekstraktlarindan 15 pL alinarak steril bos disklere emdirilmistir. Diskler, karanlikta ve
oda sicakliginda 2 saat kurumaya birakilmistir. 0,5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlarindan MHA besiyerlerine ekiivyon ¢ubuk
ile steril ortamda ekim gergeklestirilmistir. Bitki ekstraktt emdirilmis diskler ekim
yapilan MHA besiyerine pens yardimiyla birakilarak 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Calismada etanol emdirilmis diskler negatif kontrol, Gentamisin yiiklii
diskler de pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 24 saat sonra bitki ekstraktlarinin
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel etkisi dijital kumpas yardimiyla disk
etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) olgiilerek degerlendirilmistir. Tiim deneyler

li¢ paralel olarak tekrarlanmistir. Disk Diflizyon Yontemi Sekil 3.2.°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. A) Bakteri yogunlugunun ayarlanmasi B) Bakteri ekimi C) Disk Yerlestirme D) inhibisyon zon ¢aplar1

3.2.8. Toplam fenolik maddenin belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile degerlendirilmistir.
Singleton ve Rossi (1965) Folin-Ciocalteu yontemi tizerinde ufak degisiklikler
yapilarak ¢alisilmistir. Hazirlanan ekstrakttan 100 pL alinarak, 200 pL %50’lik Folin-
Ciocalteu reaktifi eklenerek ve 2 dakika bekletilmistir. Ustiine 1 mL %2’lik sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave ederek 1 saat karanlikta dinlendirilmis ve 760 nm’de
absorbanslar1 spektrometrede 6l¢iilmiistiir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktari

gallik asit egrisi kullanilarak mg/ 100 g degerinde hesaplanmuistir.

3.2.9. Antioksidan aktivite

1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) radikal siipiirme testi ilk olarak 1958'de Blois
tarafindan yapilmistir. Sonraki yillarda bir¢ok arastirmaci tarafindan modifiye edilerek

kullanilmistir. Bitki 6rnekleri i¢in en sik kullanilan antioksidan analizlerinden biridir
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(Incecayir ve ark ,2019). Farkl1 konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlardan ve askorbik
asitten 1 mL alinarak, tizerine 1 mL %0,04’liik DPPH ¢6zeltisi eklenmistir. VVorteks
ile karistirildiktan sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dk bekletilmis ve 517 nm’de
absorbanslar1 kaydedilmistir. Kontrol i¢in, 1 mL etanol ¢oziiciisine 1 mL DPHH
eklenerek hazirlanmistir.  Standart olarak Askorbik asit konsantrasyonlari
kullanilmistir. Ekstraktin % DPPH siipiirme aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak
(Denklem 3.1) hesaplanmistir. Antioksidan aktivite sonuglart DPPH konsantrasyonun

%50 inhibisyonunu saglayan konsantrasyon degeri olan IC50 ile degerlendirilmistir.

A kontol— A 6rnek
A kontol

% DPPH giderme aktivitesi = x 100 (3.1)



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Cyclamen coum, Colchicum turcicum ve Colchicum bornmuelleri bulb, toprak alt1 ve
toprak tistii kisimlarindan 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 kars1 disk diflizyon yontemi kullanilarak

antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalarda hazirlanan ekstraktlarin  tiimiinde en az bir test
mikroorganizmasina kars1 antimikrobiyal etki saptanmistir. En yiiksek antimikrobiyal
aktivitenin gozlemlendigi ekstrakt Colchicum turcicum toprak alti etanol ekstrakti
olarak kaydedilmistir. Cyclamen coum ekstraktlarinin Candida albicans tizerinde orta

seviyede antifungal aktivite gosterdigi ortaya konmustur.

Calismada kullanilan bitki kisimlar1 arasindaki antimikrobiyal etki kiyaslandiginda
Colchicum tiirlerinde en yiiksek aktivitenin toprak alti kisim ekstraktlarindan,

Cyclamen coum tiirinde ise ¢icek ekstraktlarindan elde edildigi belirlenmistir.
4.1.1. Colchicum turcicum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Colchicum turcicum toprak alti ve toprak iisti kisimlarindan elde edilen etanolik
ekstraktlarin ¢alismada kullanilan test bakterileri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi Tablo

4.1.°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Colchicum turcicum ekstraktlarinin test mikroorganizmalar: tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

Test Inhibisyon Zon Capi(mm)
mikroorganizmalari Toprak tistii Toprak alt1 P. kontrol N.kontrol
B. subtilis 0 0 17 0
S.typhimurium 0 0 21 0

E. coli 0 7 19 0

E. faecalis 16,5 0 20 0

S. epidermdis 0 0 21 0

S. aureus 0 0 20 0

P. Kontrol: Pozitif Kontrol (Gentamicin), N. Kontrol: Negatif Kontrol (Etanol)

Tablo 4.1.’de elde edilen verilere gore Colchicum turcicum toprak alti ekstraktinin
E.coli tizerinde antibakteriyel etki gosterdigi gozlemlenmistir. Toprak iistii
ekstraktinin E. faecalis tizerinde 16,5 mm. inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu
belirlenmistir. Colchicum turcicum ektraktlarimin B. subtilis, S.typhimurium , S.
epidermidis ve S. aureus mikroorganizmalar1 iizerinde antibakteriyel aktvitesinin

olmadig: tespit edilistir.
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Sekil 4.1. Colchicum tiirlerinin A) E. coli, B) S. epidermidis, C) S. aureus, D) E. faecalis, E) B. subtilis, F)
S.typhimurium {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi
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4.1.2. Colchicum bornmuelleri bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Colchicum bornmuelleri bitkisinin toprak alti ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan
etanol ekstraktlarmin test bakterileri {lizerindeki antibakteriyel aktivitesi Tablo 4.2.’de

verilmistir.

Tablo 4.2. Colchicum bornmuelleri ekstraktlarinin test bakterileri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi

Test mikroorganizmalari Inhibisyon Zon Capi(mm)
Toprak istii Toprak alt1 P. kontrol N.kontrol

B. subtilis 0 0 17 0
S.typhimurium 0 0 21 0
E. coli 0 7 19 0
E. faecalis 10,5 0 20 0
S. epidermidis 0 0 21 0
S. aureus 0 0 20 0

P. Kontrol: Pozitif Kontrol (Gentamicin), N. Kontrol: Negatif Kontrol (Etanol)

Tablo 4.2. ‘de elde edilen verilere gore Colchicum bornmuelleri bitkisinin toprak tstii
ekstraktinin E. faecalis tizerinde antibakteriyel etki gosterdigi gézlenmistir. Toprak alti
ekstraktinin E. coli bakterisi iizerinde 7 mm. inhibisyon zon ¢api olusturdugu

belirlenmistir.

4.1.3. Cyclamen Coum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi

Cyclamen coum bitkisinin bulb, yaprak ve ¢i¢ek kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin

test mikroorganizmalari lizerindeki antimikrobiyal etkisi incelenmistir.
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Tablo 4.3. Cyclamen coum ekstraktlarinin test mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

Test Inhibisyon Zon Capi(mm)

mikroorganizmalart ~ Bulb Yaprak  Cigek P. kontrol  N.kontrol
B. subtilis 0 0 0 17 0
S.typhimurium 0 0 0 21 0
E. coli 0 0 0 19 0
E. faecalis 8 0 0 20 0

S. epidermdis 0 0 0 21 0

S. aureus 0 0 0 20 0
P. aeruginosa 0 0 0 20 0
C. albicans 8 0 11 16 0

P. Kontrol: Pozitif Kontrol (Gentamicin), N. Kontrol: Negatif Kontrol (Etanol)

Cyclamen coum bulb ekstraktinin test mikroorganizmalari arasinda etki gosterdigi E.
faecalis inhibisyon zon ¢ap1 8 mm. olarak belirlenmistir. Bulb ekstraktinin C. albicans
tizerindeki inhibisyon zon ¢ap1 da 8 mm olarak hesaplanmistir. Cyclamen coum
bitkisinden elde edilen diger ekstraktlarin test mikroorganizmalart iizerinde

antimikrobiyal etki gostermedigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Cyclmen coum A) Yaprak ekstraktinin S. aureus’ ta B) Cigek ekstraktinin B. subtilis’ te C) Cigek
ekstraktinin S. epidermidis’ te D) Yaprak ekstraktinin E. coli’ de E) Bulb ekstraktinin E. faecalis’ te F)
Cigek ekstraktinin C. albicans’ ta gosterdikleri antimikrobiyal etki
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Sekil 4.3. Gentamicin’in A) E. coli, B) B. subtilis, C) E. faecalis, D) S.epidermidis, E) S. aureus F) S.typhimurium
iizerineki antimikrobiyal etkisi
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4.2. Toplam Fenolik Madde Sonuglari

Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenen toplam fenolik madde igerigi
sonuglart Sekil 4.3.’te belirtilmistir. Toplam fenolik madde gallik asit standardi

kullanilarak mg/100 g cinsinden degerlendirilmistir.

250
500 191,85
162,2
0o 150
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<C 100
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©
0 o, 43,41 46,4
€
17,76 13,3 I
0 | |
Chbti Cbta Ctl Cta Ccb Ccy

Sekil 4.4. Etanol ekstraktlarinin toplam fenolik miktar1 (Cbtii: C. bornmuelleri toprak tstii, Cbta: C. bornmuelleri
toprak alt1, Ctii: C. turcicum toprak iistii, Cta: C. turcicum toprak alti, Ccb: C. coum bulb, Ccy: C. coum
yaprak

En yiiksek toplam fenolik madde miktari C. bornmuelleri toprak istii kisminda 191,85
mg GA/100g olarak belirlenmistir. Colchicum tiirlerine bakildiginda toprak {istii
kisimlarin toplam fenolik madde miktar1 toprak alt1 kisimlara gére daha yiiksek oldugu
saptanmigtir. Cyclamen coum bulb ekstraktinin 43,41 mg GA/100g, yaprak
ekstraktinin ise 46,4 mg GA/100g toplam fenolik madde igerdigi tespit edilmistir.

4.3. Antioksidan Aktivite Sonug¢lari

Colchicum turcicum ve Colchicum bornmuelleri bitkilerinin toprak alt1 ve toprak st
kisimlari ile Cyclamen coum bulb ve yaprak kisimlarindan elde edilen etanol ¢6ziiciili
ekstraktlarin IC50 degerleri Tablo 4.4° de verilmistir. C. bornmuelleri ve C. turcicum
bitkilerinin DPPH reaktifini %50 oraninda siipiirme degeri olan IC50 &lgliimlerinin

toprak tistii kistmlardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.4. DPPH %350 siipiirme sonuglar1 (IC50)

EKSTRAKT IC50 ng/mL(£STD)
C. bornmuelleri toprak {istii 23,78+2.6

C. bornmuelleri toprak alt1 768,65+1,0

C. turcicum toprak {stii 142430

C. turcicum toprak alt: 530,92+5,9

C. coum bulb 145,15+1,1

C. coum yaprak 151,68+1,9

Askorbik asit 3,6:0,1




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda Cyclamen coum bitkisinin bulb, yaprak ve ¢icek kisimlarindan,
Colchicum bornmuelleri ve Colchicum turcicum bitkilerinin ise toprak alt1 ve toprak
istii yapilarindan elde edilen ekstraktlar kullanilarak Disk Diflizyon Ydntemi ile
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica Colchicum tiirlerinin toprak alt1 ve
tistli yapilarinin; Cyclamen coum bulb ve yapraklarinin etanol ekstraktlarindan DPPH
kimyasalinin %50 siipiirme oranina dayali olan antioksidan aktivite tayini ve Folin-

Ciocalteu yontemi kullanilarak toplam fenolik madde miktar tespit edilmistir.

Insan ve hayvan patojenik bakterilerinde ¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikmasi ve ayrica
bazi antibiyotiklerin istenmeyen yan etkileri bitki kokenli yeni antimikrobiyal ilaglarin
arastirtlmasina yonelik olan ilgiyi arttirmistir. Geleneksel olarak kullanilan sifal
bitkiler bilinen terapotik o6zelliklere sahip ¢esitli bilesikler tiretmektedirler. Bitki
kokenli antimikrobiyal bilesikler bitkilerin dallarinda, koklerinde, yapraklarinda,
kabuk, c¢icek veya meyvelerinde olusabilirler (Albayrak ve Kaya, 2019).
Antimikrobiyal ilaclarin kaynagi olarak bitkilerin biiyiik potansiyeli géz Oniine
alinarak yapilan bu ¢aligma literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir (Ahmad ve Beg,
2001; De zoysa ve ark., 2019).

Calismamizin antimikrobiyal  aktivite sonuglart degerlendirildiginde her iki
Colchicum tiiriiniin toprak iistii kisim ekstraktlarinin E. faecalis bakterisi izerine, orta
derecede antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. C. turcicum ve C. bornmuelleri
tirlerinin toprak {stli ekstraktlarinin diger test mikroorganizmalar1 iizerinde
antibakteriyel aktivite gostermedikleri belirlenmistir. Ayn1 bitki tiirlerinin toprak alti
ekstraktlarmin E. coli bakterisi tizerinde diisiik diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenirken diger test mikroorganizmalar1 {izerinde antimikrobiyal aktivite

gostermedikleri tespit edilmistir.
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Yapilan bir ¢alismada Colchicum balaense bitkisinin biitiin kisimlar1 kullanilarak
hazirlanan etanolik ekstraktin S. aureus tizerinde 10 mm, E. faecalis tizerinde 8 mm,
E. coli iizerinde 9 mm inhibisyon zon ¢api1 olusturdugu tespit edilmistir (Mammadov
ve ark., 2009). Calismamizda Colchicum tiirlerinin toprak alti kisimlarindan elde
edilen ekstraktlarm E. coli tlizerinde 7 mm, toprak istii kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarin E. faecalis iizerinde 10.5 mm ve 16,5 mm inhibisyon zon ¢api
olusturduklar1 gézlemlenmistir. Caligmalar arasindaki farklilik basta bitki tiiriiniin
farkli olmasindan kaynaklanabilecegi gibi bitkilerin toplandig1 yer, ekstrakt hazirlama
yontemleri ve ekstrakt hazirlarken farkli bitki kisimlarinin  kullanilmasindan
kaynaklanabilir. Calismamizla paralel sekilde Hanif ve ark. (2010) yapmis olduklar
bir ¢calismada Colchicum autumnale L. tiirtinden elde edilen ekstraktlarin B. subtilis

bakterisi iizerine antimikrobiyal aktivite gostermedigini bildirmislerdir.

Tiirker ve Usta (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada Cyclamen coum yapraklarinin sulu
ekstraktlarinin E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis, S. aureus iizerinde antibakteriyel
etki gostermedigini bildirmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada da Cyclamen coum yaprak
ekstraktlariin, kullanilan test mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktivite

gostermedikleri saptanmustir.

Semerci ve ark. (2019) yaptiklari ¢alismada Cyclamen coum g¢igeklerinin metanolik
ekstraklarmin C. albicans iizerinde 9,5 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugunu
bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde etanol c¢icek ekstraktlarinin C.

albicans tizerinde 11 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu gozlemlenmistir.

Cyclamen coum bulblarindan butanol ile hazirlanan ekstratlarin antibakteriyel
etkilerinin arastirildig: bir ¢aligmada, ekstraktlarin P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi,
K. pneumoniae, E. faecalis bakterileri iizerinde antimikrobiyal etki gosterdikleri
belirlenmistir (Saboora ve ark.,2019). Yaptigimiz bu ¢alismada etanol ile hazirlanan
bulb ektsraktlarinin sadece E. faecalis iizerinde antibakteriyel etki gosterdikleri
goriilmiistiir. Iki calisma arasindaki farkliligin ekstrakt hazirlamada kullanilan

¢oziiciilerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Antimikrobiyal aktivitenin diisiik
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goriilmesi  bitkide  biyoaktif  bilesiklerin ~ bulunmadigi  veya  bitkinin
mikroorganizmalara kars1 aktivitesinin olmadig1 anlamina gelmemektedir. Ekstrelerin
antimikrobiyal aktivite gostermek i¢in yetersiz miktarlarda aktif bilesen icermesi de

olumsuz sonuclara neden olabilmektedir.

Bitkiler, ilag ve saglik iiriinleri olarak her zaman 6nemli bir kaynak olusturmaktadirlar.
Dogal ilaca olan ilgi, tedavide gelenekel olarak kullanilan sifali bitkiler iizerine
odaklanmaktadir. Icerdikleri polifenoller gibi sekonder metabolitler ile viicudu
serbest radakallere karsi savunmada ¢ok onemli bir rol istlenirler. Tibbi bitkiler
genellikle flavonoidler, tanenler, kumarinler, lignanlar vb. fenolik bilesikler
bakimindan zengindir. Polifenollerin antioksidan ozellikleri indirgeyici ajan ve
hidrojen verici olma , metal selator olarak hareket etme ve reaktif oksijeni baglama
gibi redoks ozelliklerinden  kaynaklanmaktadir. Polifenolikler antibakteriyel,
antiviral, antienflamatuar, antialerjik, antikanserojenik gibi ¢ok ¢esitli biyolojik etkiler
ortaya koymaktadirlar. Bu biyolojik aktivetelerin yanisira yliksek oranda serbest
radikalleri giderdikleri icin antioksidan aktivite ile iliskili olduklar1 pek ¢cok ¢alismada
gosterilmistir(Piluzza ve Bullitta, 2011; Ben Yakoub ve ark., 2018).

Bu ¢alismada Colchicum tiirlerinden elde edilen ekstraktlarda toprak tistii kisimlarin
daha ytiksek antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerige sahip oldugu belirlenmistir.
En yiiksek antioksidan aktivitenin Colchicum turcicum bitkisinin toprak {istii
kismindan hazirlananan ekstraktta oldugu saptanmistir. En diisiik antioksidan aktivite
ise Colchicum bornmuelleri bitkisinin toprak altt kisimlarindan elde edilen

ekstraktlarda gézlenmistir.

Kilig¢ ve ark. (2014) yaptiklari caligmada Colchicum turcicum bitkisinin kok ve govde
kisimlarindan elde edilen su ve aseton ekstratlarinin sirasiyla IC50 degerlerini 29,98
pg/mL, 45,74 png/mL olarak hesaplamislardir. Aynmi ¢alismada su ile hazirlanan
ekstraktin toplam fenolik madde miktar1 0,454 mg/g, aseton ile hazirlanan ekstraktin
toplam fenolik madde miktari ise 2,172 mg/g olarak belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda
etanol ile hazirlanan toprak alt1 ekstraktinin IC50 degeri 530,92 pg/mL olarak, toplam
fenolik degeri ise 13,3 mg GA/100 g olarak hesaplanmistir. Calismalardaki farkilik
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bitkinin toplandig1 yere gore, ekstrakt hazirlamada kullanilan ¢oziiclilere gore,

kullanilan bitki kisimlaria gore degisiklik gosterebilmektedir.

Mammadov ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada Colchicum balaense bitkisinin toprak
iistli ve toprak alti kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin % DPPH siiplirme orani
kullanarak antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonunda kullanilan C.
balaense bitkisinin toprak iistii kistmlarindan elde edilen ekstraktlarin daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmstir. Yapilan bagka bir ¢alismada Colchicum
autumnale bitkisinden hazirlanan etanolik bulb ekstraktlarinin DPPH maddesini
stiptirme oran1 %34, ¢icek ekstraktlarini stipiirme oran1 ise %52 olarak hesaplanmigtir
( Suica-Bungez ve ark., 2017). Bizim ¢alismamiz da literatiirdeki diger ¢alismalar gibi
Colchicum tiirlerinin toprak tstii kistmlariin toprak alt1 kisimlarina gére daha yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir.

Jaradat ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada Cyclamen coum bitkisinin toprak tstii
kisimlarimi kullanarak elde elde ettikleri metanol ekstraktlarinda IC50 degerini 31
ug/mL olarak, toplam fenolik madde miktarmi ise 32,7 mg GA/100 g olarak
hesaplamiglardir. Bu galismada Cyclamen coum bitkisinin etanol ile hazirlanan yaprak
ekstraktlarinin IC50 degeri 151,68 pg/mL, toplam fenolik madde miktar1 ise 46,4 mg
GA/100 g olarak hesaplanmistir. Caligmalar arasinda toplam fenolik madde miktar
benzerlik gosterirken DPPH siipiirme aktivitesinde farkliliklar oldugu goriilmiistiir.
Karsilastirilan degerlerin  farklt olmasinin nedenleri kullanilan ¢o6ziiciilerin ve
ekstraktlar hazirlanirken faydalanilan bitki kisimlarinin ayni olmamasi olarak

distinilmiistiir.

Sonug olarak calisma bitkilerinden Colchicum turcicum ve Colchicum bornmuelleri
tirlerinin toprak istii kisimlarmin antioksidan aktivitelerinin standart antioksidan
madde olan askorbik asit ile karsilastirildiginda ytiksek antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmis olup bu bitkilerin potansiyel antioksidan kaynag1 olarak ilag¢ endiistrisi,
takviye edici gida tirtinleri ve gida koruyucu maddeleri gibi ¢ok ¢esitli alanlarda
kullanilabilecegi  diisiiniilmektedir. Calismada kullanilan  bitkilerin  yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklar goriilse de igerikleri biyoaktif maddelerin
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farkl1 ¢oziiclilerle saflagtirilarak kimyasal yapilarimin aydinlatilmasinin  6nemli
oldugunu diisiinmekteyiz. Tibbi ve aromatik 6zelliklere sahip olan bu bitkiler ile
yaptigimiz ¢alisma sonucunda elde edilen veriler bitkilerin geleneksel kullanimlarini
destekler niteliktedir. Anadolu’ da dogal yayilis gosteren geofitler {izerinde benzer
sekilde yapilacak ileri calismalarin iilkemiz biyogesitliliginin ekonomik katma

degerini arttiracagina inanmaktay1z.
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