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OZET

INULA PEACOCKIANA (AITCH. & HEMSL.) KROVIN TURUNUN FARKLI
EKSTRELERINDE ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERIN ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
SEYMA NUR MODANLIOGLU
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DAL
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. TULIN ASKUN)

BALIKESIR, TEMMUZ - 2012

Compositae  (Asteraceae) familyasi, ¢igekli bitkilerin en  biyiik
familyalarindan biridir. Diinyanin hemen her yerinde yayilis gosterir. Calismamizda
Van’ m Gevas ilgesinden toplanan Compositae familyasina ait olan Inula
peacockiana bitkisine ait petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal
ve antioksidan aktiviteleri, HPLC analizi ile de fenolik madde igerigi belirlendi.

Calismamizda antimikrobiyal aktivite tayini i¢in mikrodiliisyon yontemi
kullanild1 ve minimum bakterisit/fungisit konsantrasyonu belirlendi. En iyi sonuglari
aldigimiz petrol eteri ekstresi Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae iizerinde 0.1 mg/mL konsantrasyon degerinde bakterisit, 3.1 mg/mL
konsantrasyon degerinde ise Fusarium proliferatum iizerinde fungisit etki gosterdi.

Antibakteriyel aktivite i¢in Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus
(ATTC6538P), Bacillus cereus (CCM 99) ve Gram (-) bakterilerden Klebsiella
pneumoniae (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas
aeuroginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897) kullanildi.  Bitki
ekstreleri antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis’ in H37Ra (ATCC
25177), H37Rv (ATCC 27294) suslarma kars1 denendi. Antifungal aktivitede,
flamentli funguslar olan Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus
Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534) ve Fusarium
proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) kullanildi.

Antioksidan aktivite DPPH metodu kullanilarak yapildi. Total fenol miktar:
Folin-Ciocaltaeu metoduyla incelenmis olup, metanol ekstresinin en yiiksek total
fenol miktarina sahip oldugu belirlendi (172 mgGA/gr). HPLC analizi sonucunda
metanol, aseton ve petrol eteri ekstrelerinde bulunan fenolik bilesikler tespit edildi ve
elde ettigimiz sonuglarla tartigildi.

ANAHTAR KELIMELER: Inula peacockiana, antimikrobiyal aktivite, antioksidan
aktivite, compositae



ABSTRACT

DETERMINING ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
DIFFERENT SOLVENT EXTRACTS OF INULA PEACOCKIANA (AITCH. &
HEMSL.)

MSC THESIS
SEYMA NUR MODANLIOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BiOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. TULIN ASKUN)

BALIKESIR, JULY 2012
Compositae (Asteraceae) is one of the largest family of flowering plants. It
grows approximately every country in the World. In our study, the antimicrobial and
antioxidant activities of the petroleum ether, acetone and methanol extracts of Inula

peacockiana which collected in Gevas county of Van Province — have been

determined.

In our study, the antimicrobial activities were examined using microdilution
methods, and a minimum bactericide/fungicide concentration was determined. Our
best result of its antimicrobial activity, the petroleum ether extract of the plant had a
bactericide effect on Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus and Klebsiella
pneumoniae (0.1 mg/mL), had a fungicide effect on Fusarium proliferatum with a
concentration of 3.1 mg/mL.

Staphylococcus aureus (ATTC 6538P), Klebsiella pneumonia (CCM 2318),
Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 27853), Proteus
vulgaris (ATCC 6897) and Bacillus cereus (CCM 99) for antibacterial activity;
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) and (H37Rv) for antimycobacterial activity
and for antifungal activity Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus
Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534), Fusarium
proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) species were used.

The antioxidant activity was carried out using the DPPH method. The
amount of total phenol was examined using the Folin- Ciocaltaeu method and it was
found that the methanol extract had the highest amount of total phenol (172
mgGA/gr). By means of HPLC analysis, phenolic compounds were determined in
the extracts of the plant and the results were discussed.

KEYWORDS: Inula peacockiana, antimicrobial activity, antioxidant activity,
compositae



ICINDEKILER

OZET ... i
ABSTRACT bbb I
ICINDEKILER ........cocoooiiitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iii
SEKIL LISTEST .......ooiiiiiiescee et v
TABLO LISTESI ......cooooiiiiiiiiiiiiiiss s Vi
KISALTMA LISTESI .......ooooiiiiiiiiiiiciiesiecesseessesseeseeseses vii
ONSOZ.......ooiieiee ettt viii
Lo GIRIS ..ottt 1
1.1  Bitkilerin T1bbi A¢idan ONnemi........c.cccvevvveeiiiiereseieee e 1
1.2 Compositae FAmilyast ........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiic e 3
121 Genel OZellKIETi....c.cucveviiececieieicececiee et 3
1.2.2  Kullanim Alanlart ........ccoooeeiiiiiiniiiie e 5
1.3 Inula L (Andi1zotu) CinSi....ccueceeieeiieiieieeie e se e 5
1.3.1  Genel OZelliKICTi....cucvevevveeeeeeeieeeeceeie e en e 5
1.3.2  Tirkiye’ de Yetisen Inula L. TUrleri .......cocevvvvvnvinrnneneieniiinns 5
1.3.3  Inula Tiirlerinin Kimyasal igerikleri ve Kullanim Alanlari........... 7
1.4 Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin..........cccoceevviieivenecnnenn, 9
1.4.1  Morfolojik OzelliKIETi.........ccevververieeririreeieeeee e 9
1.4.2 |. peacockiana’ nin Sistematikteki Yeri .....ccoccovvrvnrnreniiieniininnnns 9
1.43  Tiriin Tirkiye’ deKi YayiliS1.....oocooeiirinininiiiiecce e 9
1.4.4  Tiir ile Tlgili Biyolojik Aktivite Calismalart ...........c.c.cccoceveverenne. 10
2. MATERYAL VE METOT ..ottt 11
2.1  Bitki Materyalinin Hazirlanisi........ccocoveveieienicnieniieene e 11
2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanist........coccooveeiiiiiinin i 12
2.3 Kullanilan Mikroorganizmalar............ccccovveiiiiiiiinniniiieiccee, 13
2.4 Kullanilan Besiyerleri.........c.cooiiiiiiiiiiiiiieiece e 20
2.4.1  Antifungal ve Antibakteriyel Aktivitede Kullanilan Besiyerleri.20
2.4.2  Antitiiberkiiloz Aktivitede Kullanilan Besiyerleri....................... 22
2.4.2.1 Middlebrook 7H9 Broth Base (pH 6.6 £ 0.2..........cccovenrnnne. 22
2.4.2.2 Middlebrook 7H10 Agar Base (pH 6.6 £0.2) .....cceovrirnnnns 23
2.5  Kullanilan AntibiyotiKIer .........cccooiiiiiiiiiiiii 25
2.6 Serum Fizyolojik Hazirlanisi.........coccooviiiiieniiiiicccecccc e 25
2.7  Inokulum Siispansiyonunun Hazirlanisi.............cocerrirerercvennenennne, 26
2.8  Ledanitrotetrazolium violet (INT);2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)
-5-phenyl-2H-tetrazolium kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi .............c.......... 26
2.9  Antibakteriyel ve Antifungal AKHVItE..........cccoviviiiiiiie 26
2.9.1  Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MIK)......... 26
2.9.2  Minimum Bakterisit ve Fungisit Konsantrasyonunu Belirleme
(MBK VE MFK) ..ot 27
2.10 Antitiiberkiiloz (Antimikobakteriyel) AKtivite..........ccocvriveiiiirirnenn. 28
2.11  Antioksidan aktiVite ............ccceviiiiiiiiiiiiie e 29
2.11.1 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) Metodu...............ccceuee. 29
2.11.2 Total Fenol Miktar Tayini.........cccccovveiiiiiiieiie e 29
2.11.2.1 Folin — Ciocaltacu YONtemi ......ccevveriereerienieienienienee e 29
2.11.3 Total Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi ...........cccccoovveiiiiiieennnn. 30



2.11.3.1 Aliiminyum Kloriir (AlCl3) Kolorimetrik Metodu.................. 30

2.12 HPLC Analizi (High Pressure Liquid Chromatography)................... 31
2.12.1 Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihazi ile ilgili 6zellikler.....31
2.13 Likid Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi (LC-MS) Analizi........ 32
2.13.1 Kullanilan Agilent Marka LC-MS Sisteminin Ozellikleri........... 33
2.13.2  Gradient Programi..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiii e 34
2.14  Kullanilan Cihazlar..........cccocveiiiiiiiiicee e 34

3. BULGULAR ..ttt 35
3.1  Antibakteriyel, Antitiiberkiiloz ve Antifungal Bulgulari.................... 35
3.2 Antioksidan Aktivite Bulgulart .........cccooiiiiiiiiiiiicc e 37
3.2.1 DPPH Yontemi Bulgulart.........ccccovviiiiiiiiiiiiiie e 37
3.2.2  Total Fenol Yontemi Bulgulart...........ccocovviiiiiieicnenciccnes 37
3.2.1  Total Flavonoid Yontemi Bulgulari..........ccccceovvevieieiieivesieennn, 37

3.3 HPLC Analizi Bul@ulari........ccccooviiiiiiiiiiiciicceeee e 40
3.4 LC-MS BUul@ulari.......coceiiiiiiiiiiiiiiciiiee e 40
4. SONUC VE ONERILER .........c.coccocooviiiiieiseeeseeeeesese s, 42
5. KAYNAKLAR ..o 45
B. EKLER ...ttt 59



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1:
Sekil 2.1:
Sekil 2.2:
Sekil 2.3:
Sekil 2.4:
Sekil 2.5:
Sekil 2.6:
Sekil 2.7:
Sekil 2.8:
Sekil 2.9:
Sekil 3.1:
Sekil 3.2:
Sekil 3.3:
Sekil A.1:
Sekil A.2:
Sekil A.3:
Sekil A.4:
Sekil B.1:
Sekil B.2:
Sekil B.3:
Sekil B.4:

Inula peacockiana’ nin illere gore yayiliSi.......cooevevveerveiesieennennnns 10
INula PEACOCKIANA ......ccviiiiiicee e 11
Bitkinin ¢esitli ¢oziiclilerde bekletilmesi .........ccccccovcivieeiiiinneennnnne, 12
Doner buharlaStiriCn .......ooeeiiiiieceee e 13
A. niger’ in SDA besiyerinde 3 nokta eKimi ..........cccccovvveririvennenns 17
A. flavus’ un SDA besiyerinde 3 nokta eKimi...........cccoceveinnnnnnns 18
A. ochraceus’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi ............ccccervennnne 19
Fusarium proliferatum’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi ........... 19
HPLC gradient programi ..........cccceevvieiiieieiiieee e siee e snee e 32
LC-MS gradient Programi ........cccceeceereereeireneeneesreseeseeneeseesneenens 34
Inula peacockiana ekstrelerinin MiK sonuglarina ait fotograflar.... 36
Gallic asit kalibrasyon tablosu ... 38
Katakol kalibrasyon grafigi.........ccccocevcivieiieiiiiiininieiene s 39
HPLC standart Kromotogrami ...........ccccoeceerieiineenieninee e 58
Inula peacockiana petrol eteri ekstresi HPLC Kromotogrami ....... 59
Inula peacockiana metanol ekstresi HPLC Kromotogrami ........... 59
Inula peacockiana metanol ekstresi HPLC Kromotogrami ........... 60

LC-MS standart Kromotogrami ...........ccoceerverineeneeninee e 60
Inula peacockiana aseton ekstresi LC-MS kromotogrami............... 61
Inula peacockiana petrol eteri ekstresi LC-MS kromotogrami....... 61
Inula peacockiana metanol LC-MS kromotogrami .............c.cccuene. 62



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1:
Tablo 3.1:

Tablo 3.2:
Tablo 3.3:
Tablo 3.4:
Tablo 3.5:

Tablo 3.6:
Tablo 3.7:

BitKi VEri tablOSU......c..oiviiiiiiiieieee e 11
Inula peacockiana petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin

MIK ve MBK /MFK deSerleri .....ccoveurrerrrererereeereeerereserereseeesesenns 35
Standart antibiyotiklere kars: bakteri ve funguslarin MiK ve
MBEK/MFK deZerIeri......cciiuviiiiiiiiiiiiiiie i 37
Inula peacockiana ekstrelerinin ve askorbik asitin % inhibisyon

4 (5145 4 (<) o TR OPRUPRPPRN 38
Inula peacockiana bitki ekstrelerinin total fenol miktart................ 38
Inula peacockiana ekstrelerinin total flavonoid miktarlari............. 39

HPLC analizi sonucunda ekstrelerde bulunan fenolik maddeler....40
LC-MS analizi sonucunda ekstrelerde bulunan fenolik maddeler..40

Vi



KISALTMA LiSTESI

WHO
DMSO
MiK
MBK
MFK
DPPH
HPLC
UV-Vis
LC-MS

:Diinya Saglik Orgiitii

:Dimetilstilfoksit

:Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
:Minimum Bakterisit Konsantrasyonu
:Minimum Fungisit Konsantrasyonu
:2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

:Yiiksek Basingli Stvi Kromotografisi
:Ultraviyole Goriintir Bolge

:Likit kromotografisi- Kiitle Spektrometresi

vii



ONSOZ

Calismalarim sirasinda yardim ve Onerilerini esirgemeyen destegini her
zaman hissettigim danigman hocam saym Dog. Dr. Tiilin ASKUN’ a tesekkiirlerimi
sunarim.

Bilgi ve tecriibelerini benden esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr.
Giilendam TUMEN’e ve Dog. Dr. Fatih SATIL’ a, bitkimin temini saglayan saymn
Mehmet Yavuz PAKSOY’ a ve Ogr. Gor. Selami SELVI’ ye tesekkiirlerimi bir borg
bilirim.

Calismalarimda laboratuarlarin1 kullandigim sevgili hocam Aras. Gor. Sema
CARIKCI basta olmak iizere Balikesir Universitesi Temel Bilimler Arastirma
Merkezi(BUTAM) calisanlarina tesekkiir ederim.

Sevincimi ve hiiznimii paylasip igtenlikle her konuda yardimlarmi eksik
etmeyen caligma arkadaglarima, tanidigim i¢in ¢ok mutlu oldugum, desteklerini hep
hissettigim canim arkadaslarim Didem KARAKUS, Zarif Ece CEYLAN, Fulya
YORUK ve Hatice AYDENIZ’ e, sekiz senedir yanimda olup hayat: daha eglenceli
kilan sevgili dostum Cigdem YOLDAS’ a hayatimda olduklari i¢in tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde biiyiilk emegi olan destegini her zaman hissettigim

degerli aileme sonsuz tesekkiir ederim.

viii



1. GIRIS

11 Bitkilerin Tibbi Acidan Onemi

Bitkiler yillardir tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de halk arasinda ¢ay,
baharat ve tedavi amach olarak kullanilmaktadir. Ulkemizin bitkisel cesitlilik
yoniinden oldukc¢a zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginligin nedeni, ii¢ fitocografik
bolgenin kesistigi bolgede bulunmasi, Giliney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar
arasinda koprii olmasi, pek cok cins ve seksiyonun, orijin ve farklilagim
merkezlerinin Anadolu olusu ile tiir endemizminin yiiksek olusudur [1]. Ulkemizde
9000 ’e yakin dogal bitki tiirii bulunmaktadir ve bunlarin % 30’ u endemiktir. Buna
ragmen bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir [2]. Bitkilerin
antimikrobiyal aktivitesi ve insan sagligi i¢cin dnemli olan 6zellikleri 1926 yilindan
bu yana arastirilmaktadir [3, 4]. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) arastirmalarina
gore tedavi amacli kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir [5].

Bilinen tiim antibiyotiklere karsi direng¢ gelistirmekte olan bakterilerde, ilag
direngliligi artmakta ve yayilmaktadir [6]. Antibiyotik direnci, son yillarda kiiresel
bir sorun haline gelmistir. Bu sorun, bulasici hastaliklarin neden oldugu Sliimlerin
fazla oldugu gelismekte olan lilkelerde biiyiik 6nem tasir [7]. Bu nedenle ilaclara
alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi Onerilmektedir ve bazi geleneksel

kullanima sahip bitkiler antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir [6].

Gilinlimiizde, tibbi bitkiler, daha yavas iyilesme saglamasina ragmen yan
etkilerinin az olmasi ve sentetik ilaglara gore daha az olan mikrobiyal direng

nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir [8].

Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida
giivenligini yiiksek oranlarda korumayi basardigi arastirilarak bulunmustur [9].
Diger taraftan topraga, suya, havaya ve canlilara olumsuz etkisi olmayan dogal bitki
ekstrelerinden elde edilen maddeleri kullanarak patojen funguslara karsi etkili olan

bitki tiirleri ve bu tiirlerin igerdikleri etken maddelerin belirlenmesi, diinyada tiim

1



tilkelerin yogun bir sekilde iizerinde g¢alistigi biyolojik miicadele ydntemlerinden
birisidir [10].  Abascal ve Yarnell [6] ilaglara alternatif olarak geleneksel
antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilerin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bununla
beraber ilag direngliligini azaltabilmek i¢in de antibiyotiklerle bitkilerin kombine

kullanilmasina dikkat ¢cekmislerdir.

Antimikrobiyal aktivite bitkinin sahip oldugu alkoloidler, flavonoidler,
taninler, terpenoidler gibi sekonder metabolitler sayesinde ortaya cikmaktadir.
Bitkinin temel hayati islevleri ile dogrudan iligkisi olmayan sekonder metabolitler
yiiksek yapili bitkiler tarafindan tiretilir. Sekonder metabolitlerin islevleri tam olarak
aciklanamamakla birlikte herbivorlardan, patojenlerden, UV 15181 gibi abiyotik

cevresel streslerden korunmak icin tiretildigi diistiniilmektedir [11].

Sekonder metabolitler ¢ok sayida bilesigi igeren zengin bir grup olup, bu grup
icerisinde yer alan fenolik bilesikler, tistlenmis olduklari roller nedeniyle son derece
onemlidir. Fenolik bilesiklerin, antikanserojen ve antimikrobiyal etkiler gdstererek
insan saglig1 tizerinde olumlu etkilerde bulunduklari tespit edilmistir. Ayrica fenolik
bilesiklerin, serbest radikaller olarak adlandirilan ve niikleik asitlere, somatik
hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirarak cesitli zararlara neden olan bilesikleri

kendilerine baglayarak gliglii antioksidan etkiler gosterdikleri bilinmektedir [12-14].

Sekonder bilesiklerin 6nemli bir 6gesi olan fenolik bilesikler fenolik asitler ve
flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Bitkilerde bulunan fenolik asitler, benzoik ve
sinnamik asitlerin hidroksillenmis tiirevleridir [15,16]. Flavonoidler ise, flavinler,
flavinoller, flavaninler, flavanoller, izoflavinler ve antosiyaninler olarak alti
kategoriye ayrilir [17]. Flavonoidler ve fenolik asitlerin bitkilerde bir¢ok fonksiyonu
vardir. Bunlar hiicre duvarinin destek malzemesidir. Ayrica tohum dagilimi ve
tozlagsmada kuslar ve bocekler icin renkli olmalart nedeniyle cezbedicidirler [18].
Bunlarin disinda fenolik bilesikler yaralama, enfeksiyonlar, asir1 151k veya UV
1sinlart gibi farkl cevresel stres kosullarinda bitki savunma mekanizmalarinda rol
oynar [19, 20]. Flavonoidlerin antialerjik, anti-inflamatuar, antiviral ve
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [18, 21]. Ayrica flavonoidlerin
ve fenolik asitlerin, antioksidan [22-25] ve antikanserojen etkileri vardir [26-29].



Sekonder metabolitlerin diger dnemli bileseni ugucu yaglardir. Ucgucu yag
terimi ilk kez 16. yiizyilda Paracelsus von Hohenheim’ n ilaglarin etken bilesigini
“Quinta essentia” olarak isimlendirmesiyle ortaya ¢ikmistir [30]. Ucucu yaglar ya
tag yaprak, yaprak, meyve, kabuk, meyve sapi, odunsu doku gibi bitkinin belirli
organlarinda ya da bitkinin tiim organlarinda bazen de bir organin belirli dokularinda
bulunabilirler. Bu yaglar bitkilerin bagli bulundugu familyalara gore salgi tiiylinde,

salg1 ceplerinde, salg1 kanallarinda veya salgi hiicrelerinde bulunmaktadir [31].

Ugucu yaglar, kompleks karigimlar olduklarindan, biyolojik etkileri yoniinden
de farklilik gosterirler. Icerdikleri etken maddelere gore etkileri degismekle birlikte
pek cok ugucu yag; antimikrobiyal, antispazmodik, karminatif, koloretik, sedatif,
ditiretik gibi etkilere sahiptir [32]. Bazi bitki ekstraktlarinin ve ugucu yaglarinin
bakterilere oldugu kadar, mantarlara kars1 da antifungal aktivite gosterdigi yapilan

calismalarda tespit edilmistir [33].

Ucucu yaglarin Labiatae, Rosaceae, Compositae, Myrtaceae gibi bazi
familyalara ait tiirlerde bulundugu, buna karsilik Pinaceae, Cupressaceae familyasi
tiyeleri gibi Gymnospermler ’de de regine ile beraber bulundugu belirtilmektedir

[34].

1.2 Compositae Familyasi

1.2.1 Genel Ozellikleri

Compositae  (Asteraceae) familyasi, ¢igekli bitkilerin en biyik
familyalarindan biridir. Diinyanin hemen her yerinde yayilis gosterir. Royal Botanic
Garden of Kew’ e gore, 1600 cins ve 23.000° den fazla tiirle ifade edilen Compositae
familyasinin Tiirkiye ’de dogal olarak yetisen 133 cins ve 430 u endemik olmak
tizere 1156 tirii bulunmaktadir. Yurdumuzda ise en zengin tiir sayisi ile temsil

edilmektedir [35].

Compositae familyasina ait bitkiler, tek yillik ve ¢ok yillik otsular veya bazen

calilar olan ve bazilar latisifer (siit borulari) igeren bitkilerdir. Yapraklar: genellikle



alternat veya karsilikli, tam kenarli ve parcalidir ve nadiren hepsi tabandadir.
Cigekler kapitulum durumunda olup, kapitulum gevresi bircok serili involukrum
brakteleri ile ortiilmiistiir [36, 37]. Ciceklerin ya erdisi ya da tek eseyli, aktinomorf
veya zigomorf simetrili oldugu goriilir. Ovaryum alt durumlu (inferior), iki
karpelden meydana gelmis tek oviillii, meyve tipi akendir, tepesinde bazen bir papus,
bazen kaliks artig1 bulunur. Familya bitkilerin ¢ogu Compositae tipi salgi tiiyii ve

ortii tiiyleri tasir [37].

Bu familya ¢icek 6zelligine gore Tubiliflorae alt familyasi ve Liguliflorae alt

familyas1 olmak iizere 2 alt familyaya ayrilir [38].

a-Tubiliflorae alt familyasi: Bu familyadaki bitkilerin kapitulumunda dilsi
ve tiipsii ¢igekler vardir. Cogunlukla siit borusu bulunmaz. Eczacilikta kullanilan ve

drog veren bitkilerin ¢ogu bu alt familyadadir.

b-Liguliflorae alt familyasi: Kapitilumu olusturan ¢iceklerin hepsi ligulat

(dilsi ) “dir. Lateks ( siit ) borular1 bulunur. Ugucu yaga ender rastlanir.
Tubiliflorae alt familyas1 11 tribusa 129 subtribusa ayrilir [39]. Bu tribuslar;
1- Heliantheae
2- Inuleae
3- Asteraeae
4- Senecioneae
5- Calendulae
6- Eupatorieae
7- Anthemideae
8- Arctoteae

9- Cardueae (Cynareae)



10- Mutisieae
11- Lactuceae

Inula, Inulae subtribusunda yer alir [35].

1.2.2 Kullanim Alanlar

Compositae familyasinin ekonomiye biliyiik oranda katkisi bulunmaktadir.
Biiyiik bir familya olan Compositae 1000’ den fazla cinse ait 25000 — 30000 tiirii
igerir. Pek c¢ok tiirii kauguk kaynaklari, ilag, yemeklik yaglar, sebze, pestisitler, siis
bitkileri gibi ¢esitli sekillerde kullanilmigtir. Aster, Inula, Xanthium, Eupatorium,

Carpesium, Saussurea ve Taraxacum gibi cinsleri ila¢ alaninda kullanilir [40].

1.3  Inula L (Andizotu) Cinsi

1.3.1 Genel Ozellikleri

Genellikle ¢ok, bazen bir ya da iki yillik otsular veya yaricalilardir.
Yapraklar1 tam veya dislidir. Kapitula heterogram, radiat veya discimorftur.
Involukrum brakteleri ¢ok serili veya imbrikattir. Cicek tablas1 ¢iplaktir. Akenleri
koseli veya kaburgali, papus skabroz, barbellat veya plumozdur. Avrasya ve
Afrika’da yayilis gosterir ve yaklasik 100 tiirii vardir. Ulkemizde ise 27 tiirii bulunur
[35].

1.3.2 Tiirkiye’ de Yetisen Inula L. Tiirleri

Inula acaulis Schott Et Kotschy Ex Boiss.
Inula anatolica Boiss.

Inula aschersoniana Janka



Inula aucherana DC

Inula britannica Linnaeus

Inula conyzae (Griess.) Meikle

Inula crithmoides Linnaeus

Inula discoidea Boiss

Inula ensifolia Linnaeus

Inula fragilis Boiss. & Hausskn

Inula germanica Linnaeus

Inula graveolens (Linnaeus) Desf

Inula helenium Linnaeus

Inula inuloides (Fenzl) Grierson

Inula macrocephala Boiss. & Kotschy ex Boiss.

Inula mariae Bordz.

Inula montbretiana DC.

Inula oculus-christi Linnaeus

Inula orientalis Lam.

Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin

Inula salicina Linnaeus

Inula sarana Boiss.

Inula sechmenii Hartvig & Strid



Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel
Inula viscidula Boiss. & Kotschy
Inula viscosa (Linnaeus) Aiton

Inula heterolepis Boiss.

1.3.3 Inula Tiirlerinin Kimyasal I¢erikleri ve Kullanim Alanlar

Inula cinsi tiim diinyada yaygindir ve bu cinse ait birgok tiir yerel halk
tarafindan kullanilmaktadir. Bu cins antikanser, antibakteriyel, sitotoksik ve anti-
inflamatuar 6zellikleri gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri ile bilinir. Inula tiirlerinin
kimyasal yonden arastirilmasi ile bu cinse ait bircok Onemli biyoaktif bilesen
bulunmustur. Bununla birlikte bircok Inula tiirii heniiz fitokimyasal ve biyolojik

yonden arastirilmamaistir.

Son yillarda Inula tiirleri, biyolojik aktiviteleri nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Bu
biyolojik deger fitokimyacilar1 genus Inula’ nin kimyasal bilesenlerini aragtirmaya
yonlendirmisgtir ve bdylece monoterpenoidler, seskuiterpenoidler, diterpenler,
flavonoidler ve glikosidazlar gibi bircok biyoaktif bilesen tespit edilmistir [41-62].

Biitiin Inula tiirleri seskiterpen laktonlarca zengindir [63-65].

Inula spp., I. helenium L., I. racemosa Hooker fil., I. viscosa (L.) Aiton, I.
britannica L. gibi onemli tibbi degere sahip tiirleri kapsar [66]. 1. helenium,
geleneksel Cin tibbinda en popiiler bitkidir. Balgam soktiiriicii, oksiiriik kesici,
terletici etkilere sahip oldugu bildirilmistir.  Halk arasinda zayiflik, midevi
rahatsizliklar ve siyatik tedavisinde kullamilmigtir. 19. yy. boyunca karaciger
problemlerinde, mestriiasyon diizenleyici olarak, cilt hastaliklarinda ve anemi
tedavisinde bu bitkiden faydalanilmistir [67]. Ayrica tiiberkiiloz tedavisinde
kullanildigina yonelik kanitlar vardir [68, 69]. Son yillarda yapilan kapsaml
caligmalarla I. helenium’ dan elde edilen seskiterpen laktonlarin gesitli biyolojik
aktiviteleri oldugu ispatlanmistir [70]. 1. helenium’ un kokleri yiiksek diizeylerde
alantolakton ve izoalantolakton gibi eudesmanolide tipi seskiterpen laktonlari igerir.

Bu alantolakton ve izoalantolaktonlar kuvvetli fungal ajanlardir [71]. Konishi ve
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arkadaglarinin [72] yaptiklari bir ¢aligmada I. helenium’ dan izole edilen 7 bilesenin
MK-1, HelLa ve BjgFi hiicrelerine karsi antiproliferatik etkisi bulundugu; 5-
epoxyalantolactone ve alantolactone maddelerinin digerlerinden daha giicli
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.  Ayrica |. helenium, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans’ a kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptir [73]. Inula helenium *un %
40’ lik etanol ekstresi insan lenfoblastoid hiicre kiltirinde 50-200 g/mL

konsantrasyonlarda hiicre biiylimesini tamamen inhibe etmistir. [74].

I. helenium’ dan elde edilen ugucu yagda alantolakton, 11,13-
dihidroalantolakton, izoalantolakton, 11,13-dihidroizoalantolakton, 4,5-dihidro-5,6-
dehidroizoalantolakton gibi eudesmonolit yapili seskiterpen laktonlardan olusmus

helenin, alantol ve alantik asit ile triterpen bilesikler vardir [68, 71, 75, 76].

I. britannica’ dan gesitli steroidler, terpenoidler (seskiterpen laktonlar,
diterpenler ve triterpenoidler), fenolik ve flavonoidler gibi ¢esitli kimyasal maddeler
izole edilmistir. Literatiire gore bu bitkiden yaklasik 102 bilesik izole edilmis ve
saflastirilmistir [77]. Je ve arkadaslarinin [78] yaptiklar1 bir ¢alismada 1. britannica
uygulamasinin LPS/PA’nin neden oldugu karacier hasar1 olan farelerde yasama
oraninin arttig1 belirlenmistir. Ayrica |. britannica uygulanmasi ile farelerin dalak

sitokin miktarlarindaki dalgalanmanin azaldig1 6ne siiriilmistiir.

Inula viscosa iizerine yapilan bir ¢aligmada bitkinin koklerinden elde edilen
ucucu yagda monoterpen yapidaki 10 bilesigin % 49.6’ s1 1,4-dimetilazulen, % 32.1°
i kamazulendir [79]. 1,4-dimetilazulen, kamazulen ve Okaliptol, balzemik,
antiseptik, antipiretik 6zelliklerden sorumludur [80]. Bitkinin kurutulmus dal uglar
ve yapraklarindan elde edilen ugucu yagda, karvakrol, p-simenol, a-pinen, -mirsen,
y-terpinen, mentol, timol, linalol, borneol ve karyofilen bulundugu tespit edilmistir.
[81-85]. Bitkinin yapraklarindan hazirlanan ¢ay halk arasinda diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir [86].

Inula graveolens bitkisinden elde edilen ugucu yag antibakteriyel etki
gosterir. Ayrica yesilimsi kahverengi floresans gosterme 6zelligine sahiptir. Halk

arasinda kalp kuvvetlendirici ve balgam soktiiriicti olarak kullanilir [87].



1.4 Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin

Sinonimi Codonocephalum peacockianum Aitch. & Hemsl.” dir.

1.4.1 Morfolojik Ozellikleri

Boylar1 2 metreyi bulabilen ¢ok yillik bitkilerdir. Bazal yapraklar oblong
veya ovat, 30 - 50 x 15 - 25 cm, yaprak kenarlar1 disli ve damarlanma belirgindir.
Kapitula disk seklinde ve ¢ok sayidadir. Cigekler sar1 ve 10-12 milimetredir [35].

1.4.2 1. peacockiana’ min Sistematikteki Yeri

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Asteridae

Order: Asterales

Family: Asteraceae

Genus: Inula

Species: Inula peacockiana (Aitch. et Hemsl.) Krovin

1.4.3 Tiiriin Tiirkiye’ deki Yayilisi

Inula peacockiana, Tiirkiye’ nin dogusunda Van ve Hakkari vilayetlerinde
yayilis gosterir. Bu tiir, Iran-Turan fito-cografik bdlgesinin bir elementi olup,

doguda Orta Asya 'ya, Tanr1 Daglar1 'na kadar yayilir [35].
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Sekil 1.1: Inula peacockiana’ nin illere gore yayihsi

1.4.4 Tiir ile Ilgili Biyolojik Aktivite Cahsmalari

Bitkiyle ilgili yapilmis c¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Bazzaz ve
Haririzadeh [88], 2003 yilinda Iran’da yetisen 306 bitkinin antimikrobiyal
aktivitesini arastirmislardir. Inula peacockiana bitkisinin Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus’ a karst etkili oldugunu bulmuslardir.  Tosun ve
arkadaglarimin  [89] 2005 yilinda 1. peacockiana’ nm etanol ekstresinin
Mycobacterium tuberculosis H37Rv  bakterisinin antitiiberkiiloz  aktivitesini
aragtirmiglardir.  MIC degerini >100 pg/mL olarak bulup mikroorganizmanin

direngli oldugunu saptamiglardir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1  Bitki Materyalinin Hazirlanisi

Inula peacockiana 2009 yilinda Van’ in Gevas il¢esinden toplandi. Bitkinin

teshisi Mehmet Yavuz Paksoy tarafindan yapildi. Tablo 2.1° de bitkiye ait veriler yer

almaktadir.
Tablo 2.1: Bitki veri tablosu
Bitkinin ad1 Toplandig: Tarih Herbaryum Yiikseklik
Yer numarasi
I. peacockiana | Van-Gevas, 08.06.2009 Paksoy770 1680 m
Akdamar
Adasi

Sekil 2.1: Inula peacockiana
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2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlamsi

Bitki iyice kurutulduktan sonra belli bir miktar tartilarak yaklasik 20 giin
boyunca ¢6ziicii i¢inde bekletildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Bitkinin gesitli ¢cdzlcllerde bekletilmesi

Bekleme siirecinin ardindan vakumlu doner buharlastirict (rotary evoporator)
cihazi kullanilarak ekstre alim igslemi gerceklestirildi (Sekil 2.3). Cihazin sicakhigi,
biitiin ¢oziiciilerin kaynama noktasina bagli olarak ayarlandi. Elde edilen ekstrede
kalan ¢oziiciiniin uzaklastirilarak konsantre hale gelmesini saglamak i¢in kahverengi
sigseler icinde ¢eker ocakta 1 - 2 giin boyunca bekletildi. Konsantre hale gelmis
ekstreden 0.5 gr tartilarak 5 mL DMSO (dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢oziiliip son
konsantrasyonun 100 mg/mL olmasi saglandi. Bu stoktan 2 mL alinip 0.22 pL’ lik
membran filtreden gegirilerek steril stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen stok ¢ozelti

hemen ya da daha sonra kullanilmak tizere — 20 °C’ de buzdolabinda saklandi.
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Sekil 2.3: Doner buharlastirici

2.3  Kullanilan Mikroorganizmalar

Antibakteriyel aktivite i¢in Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus
(ATTC6538P), Bacillus cereus (CCM 99) ve Gram (-) bakterilerden Klebsiella
pneumonia (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas
aeuroginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897) kullanildi.  Bitki
ekstreleri antitliberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis’ in H37Ra (ATCC
25177) ve H37Rv (ATCC 27294) suslarina kars1 denendi. Antifungal aktivitede,
flamentli funguslar olan Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus
Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534) ve Fusarium
proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) kullanildi. Tiim mikroorganizma
stoklar1 Balikesir Universitesi, Fen — Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii ’nde

saklanmaktadir.

Staphylococcus aureus: Staphylococcus genusunda bulunan bakteriler Gram
boyamasi ile Gram pozitif kok goriiniimiindedir. Tekli, ikili, dortli hiicreler halinde
bulunabilirler, {i¢c veya dort hiicreden olusan kisa zincirler yapabilirler ve diizensiz

iiziim salkimi (Staphylo: Uziim salkimi, Coccus: tanesi) benzeri sekiller olustururlar.
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0,8 — 1 um biiyiikliikte, hareketsiz, spor olusturmayan, cogunlukla katalaz pozitif,
oksidaz negatif, kapsiilsiiz olup, fakiiltatif anaeropturlar. Daha ¢ok aerop liremeyi
tercih ederler. Anaerobik ortamda glukozdan asit olustururlar. Cogu % 7.5 — 10
NaCl igeren basit besiyerlerinde, 18 — 45 °C’ de kolaylikla tirerler. Basitrasin,
furazolidon, lizostafine duyarli olmakla birlikte lizozime direng¢ gosterirler [90, 91].
Stafilokoklar bir¢ok besiyerlerinde iirerler. Kanli agarda B hemoliz yaparlar. S.
aureus’ a ait koloniler genis (6 — 8 mm capinda), diiz, ylizeyden hafifce kabarik, yar
seffaf goriinimdedir. Cogu susa ait koloniler krem - sari, portakal rengi
pigmentasyon gosterirler [92, 93]. S. aureus, burun salgilari, bogaz salgilari, insan
ve hayvan derisinde bulunmaktadir. Antibiyotik direnglerini ¢ok ¢abuk

kazanmaktadir.

Klebsiella pneumoniae: Kisa uglar1 yuvarlak, spor olusturmayan, hareketsiz
bir bakteridir. 1 — 2 um boyunda ve 0.5 — 0.8 pm enindedir. Etrafinda polisakkarit
yapida genis bir kapsiil bulunur. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar [94, 95].

Klebsiella suslari, buyyon, jeloz, kanli jeloz, MacConkey, EMB, XLD gibi
besiyerlerinde irerler. Fakiiltatif anaeropturlar. Optimal lireme 1s1s1 37 °C ’dir.
Optimal iireme 1sisindan daha diisiik sicakliklarda kapsiil olusturma sansi daha
fazladir. Suslarin gogu genis kapsiil olusturup, kat1 besiyerlerinde biiyiik (3 — 4 mm),
mukoid, akict koloniler olusturur (M kolonileri). Dik jeloz veya jelatin besiyerinde
yiizeyde yayvan bombeli bir ireme besiyerinin dibine dogru ise dar bir lireme zonu
goriiliir. Buna ¢ivi gibi iireme de denir. Kapsiil olusturmayan suslar diizensiz ve R
tipt koloniler olustururken, bazilar1 daha az kapsiil olusturur ve S tipi koloniler

goriinimiinde olur. 55 °C’ de 30 — 45 dakika 1sitmayla 6ldirilebilir [96, 97].

K. pneumoniae suslarinin birgogu hemen biitiin sekerler gaz ve asit
olusturarak parcalarlar.  Nisastayr en ge¢ 4 giin igerisinde gaz olusturarak
pargalamalar1 diger enterik bakterilerden ayirt eder. Indol yapmazlar. Metil
kirmizist deneyi negatif, Voges Proskauer pozitiftir. Tek karbon kaynagi olarak
sitratt kullanirlar.  Yani IMVIC testleri --++ tir. Ureaz olumlu olup, jelatini

eritmezler. KCN” li besiyerlerinde iirerler ve lizinin dekarboksile ederler [95].
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Escherichia coli: E. coli, diger Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gibi,
gram negatif comak seklinde sporsuz bir bakteridir. Kapsiil olusturma nadirdir.
Buna karsilik birgok sus polisakkarit yapisinda M antijeni igeren bir mikrokapsiil
veya yine polisakkarit yapisinda K antijenlerini i¢eren slime tabaka igerebilir [98].
Peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi zenginlestirilmemis besiyerlerinde fakiiltatif
anaerob olarak tirerler. Optimal lireme 37 °C’ de, notral pH varliginda olur. Ancak
18 — 44.5 °C arasinda, pH 5 — 8 smirlarinda da daha yavas olarak iirer ve 44 °C’ de
laktozu fermente edebilmesi ve indol olusturmasi diger koliform laktozu fermente

eden bakterilerden ayirt edilmesinde kullanilir [94, 99].

Siv1 besiyerlerinde genellikle homojen bulaniklik meydana getirir. Kati
besiyerlerinde S seklindeki suslar 24 saatte diizgiin kenarli, ortas: kalkik, 2 - 3 mm
capinda, pigmentsiz koloniler olusturur [98]. MacConkey besiyerinde laktozu
fermente ettiginden kirmizi renkte, safray1 presipite ettiginden etrafinda zon olusan
koloniler; EMB besiyerinde laktozu fermente ettiginden metalik rofle veren yesil —

siyah koloniler olustururlar [94, 99].

E. coli’ nin Onemli biyokimyasal oOzellikleri glikozdan asit ve gaz
olusturmasi; laktoz, D — mannitol, D — sorbitol, L — arabinoz, L — ramnoz, maltoz, D
— ksiloz, trehaloz ve D — mannozu fermente etmesi; adonitol, inositol, sellobioz,
eritrol, D — arabitolii fermente etmemesi; nitrat1 indirgemesi; katalaz, metil kirmizisi,
lizin dekarboksilaz, ONPG deneylerinin pozitif olmasi; oksidaz VogesProskauer,
fenilalanin deaminaz, lipaz, 25 °C’ de DNaz deneylerinin negatif olmasi; indol
olusturmasi; HyS ve iireaz olusturmamasi; KCN’ de ve tek karbon kaynagi olarak

sitratta lirememesi; jelatini hidrolize etmemesi olarak belirtilebilir [94, 98, 99].

Pseudomonas aeuroginosa: Gram negatif, 1.5 — 3 um boyunda, 0.5 pm
eninde, sporsuz veya kapsiilsiiz basil veya kokobasil seklindedir. Polar flagellasi ile
hareketlidir. ~ Zorunlu aeroptur, optimum 37 °C’ de irer ancak 42 °C’ de
iireyebilirler.  Izolasyonlar1 oldukca basit olup, adi besiyerlerde iireyebilirler.
Kiiltiirlerinde tath iiziim kokusu, 2-aminoasetofenona aittir ve Pseudomonas
aeuroginosa’ya 6zgiildiir. Yine benzer sekilde piyosiyanin varligi ve beraberinde 42

°C’ de iireyebilme sadece bu bakteriye aittir [100, 101].
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Organik tireme faktorlerine ihtiyaci yoktur, izolasyonlar1 olduk¢a kolaydir.
Cogu izolatlar B hemolitiktir ve piyosiyanine bagli olarak yesil metalik bir parlaklik
olustururlar.  Karbonhidratlar1 fermente etmezler, bir¢ok sekeri oksidatif yolla
yikarken, maltozu etkilemez. Nitrattan gaz yaparken, sitrat pozitiftir. Katalaz yapar,

indol olugturmazlar [101].

Proteus vulgaris: Enterobactericeae familyasinda yer alan Proteus bakterileri
Gram negatif, 1 — 3 x 0.4 — 0.6 mikron boyutlarinda, bazen daha uzun ya da
kokobasil goriiniimiinde, sporsuz ve kapsiilsiiz bakterilerdir. Toprakta, suda ve
diskiyla kontamine materyallerde bulunurlar [102]. indol, salisin ve eskulin

pozitiftir, ayrica TSI ’de hidrojen siilfiir olustururlar [103].

Bacillus cereus: Bacillaceae familyasina ait bir bakteri olan Bacillus cereus
toprak ve bitki Ortiisii lizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. 1 —1.2 pm ile 3.0
— 5.0 um arasinda hiicre boyutuna sahiptir. Genellikle 30 °C civarinda optimum
gelisme gosterir.  Santral veya subterminal yapida, elipsoidal sporlara sahip olan
bakteri, peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli ve aerobiktir. Hemolisin salgilayan
Bacillus cereus, lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup nitrati

indirger ve polimiksine direnglidir. Bir¢ok susu da % 7.5 tuzda tireyebilir [104].

Aspergillus niger van Tiegh: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler yavas
gelisir ve 10 — 15 giinde oda sicakliginda 2.5 — 3.0 cm ¢apina ulagmaktadir. Oldukca
gevsek kompakt beyaz-hafif sar1 bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle
yiginlar halinde toplanmis konidi yapilar1 vardir. Tipik olarak karbon siyahina yakin
renkte veya bazen koyu kahverengimsi siyah renktedir ve koloni ylizeyini dar bir
kenar hari¢ tamamen kaplamaktadir. Koloni alt1 genellikle renksiz, bazen merkezde
soluk saridir. Konidi baglar tipik olarak biiyiik ve siyah, 6nce globoz, daha sonra
radiyat veya yaglandiginda iki veya daha fazla gevsek — iyi belirlenmis siitun halinde
yarilmaktadir. Konidiyoforlar degisken uzunlukta, ¢ceper diiz, nispeten kalin, renksiz
ve Ozellikle st kisimda kahverengimsi tonlarda, vesikiiller globoz veya globoza
yakindir. Sterigmalar iki seri halindedir. Birinci seri yas ve irklara gore degisken,
kahverengimsi renkte ve bazen bolmelidir. Sekonder sterigmalar ¢ok daha homojen,
konidiler olgunlastiklarinda tipik olarak globoz, daha az olarak hafif diskoid, farkli
irklarda biraz degisken biiytikliikte, kahverengi goriiniimde, ¢eperi belirgin sekilde

kalin, diizensiz sekilde piiriizlii veya kisadir [105].
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Sekil 2.4: A. niger’ in SDA besiyerinde 3 nokta ekimi

Aspergillus flavus Link: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler degisik
sekillerde gelismekte, 10 giinde oda sicakliginda hizla geliserek 6 — 7 cm ¢apina
ulagsmaktadir.  Genellikle ince fakat siki yapili bir misel kecesi olusturmakta,
cogunlukla diiz ancak bazi irklarinda ise radial olarak oluklu ya da beyin kivrimlidir.
Cogu 1rklarinda bol miktarda konidi yapilar: gelisir. Geng konidi baglar1 genellikle
sar1 tonlardadir fakat hizli bir bigimde parlak koyu sar1 — yesil tonlara kaymakta ve
sonunda koyu iizim yesili olmaktadir. Koloni alti genellikle renksiz - pembemsi
esmer renkte, fazla sklerosyum yapan irklarda koyu kirmizi — kahverengidir.
Kondiyoforlar kalin ¢eperli, renksiz, kaba sekilde piiriizlii genellikle 1 mm kisadir.
Vesikiiller gencken uzamis, daha sonralar1 ise subgloboz veya globoz olmaktadir.
Sterigma tek veya iki seri halinde, ayni irkta tek bir vesikiilde her iki durumda
goriilebilmektedir. Cogunlukla konidiler olgunlastiklarinda globoz veya subgloboz,
belirgin sekilde piiriizlii veya diiz geperli biiylikliikleri irklar arasinda degiskendir
[106].  Aspergillus flavus yagli tohumlarda aflatoksin denilen mikotoksini
tretmektedirler. [107]. Sekil 2.5” de A. flavus’ un SDA besiyerinde bir haftalik 3

nokta ekimi goriilmektedir.
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Sekil 2.5: A. flavus’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi

Aspergillus ochraceus K. Wilh. : Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler
smirli geliserek 10 — 14 giinde oda sicakliginda 3 — 4 cm capina ulagsmaktadir.
Genellikle diiz veya hafif oluklu, siki bir misel kegesi olusturur. Koloniye
karakteristik gériiniimiinii veren acik okr — deve tiiyli, bazi irklarda daha acik ve sari-
okr renklerinde ve bol miktarda konidi yapilar1 gelistirir. Koloni alt1 sarimsi —
yesilimsi kahverengi veya kirmizimst mor tonlardadir. Sklerosyumlar genellikle
gelisir ve koloni goriinimiinii etkileyecek kadar bol miktarda bulunur. Konidi
baglart gencken globoz, yaslandiginda konidi zincirleri tipik olarak 2 — 3 divergent ve
kompakt siitun halinde birlesmektedir. Konidiyoforlar belirgin sekilde donuk sar1 —
acik kahverengi tonlarinda renkli, ¢eperi kalin ve kaba sekilde piiriizlii, vesikiiller
globoz, ince g¢eperli ve renksizdir. Sterigmalar vesikiiliin biitiin yiizeyini kaplamus,
iki seri halinde, konidiler globoz-subgloboz, hafif piiriizlii, bazen tamamen diiz
gorinimliidiir.  Sklerosyumlar gengken soluk pembe, olgunlastiklarinda sarabimsi
mor renkte, diizensiz sekilli, globoz — ovat — silindirik, tek veya belirgin kiimeler

halinde gelismektedir [108].
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Sekil 2.6: A. ochraceus’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi

Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg : Patates Dekstroz Agar
ve Patates Sukroz Agar besiyerinde oda sicakliginda 4 giinde 3.5 — 55 cm
biiyiikliigiine ulagir. Havai miselleri yiinsii yapida, beyaz, soluk pembe veya grimsi
menekse rengindedir.  Konidiyoforlar1 baslangigta dallanmamustir, daha sonra
dallanir. Beauvericin, fumonissin, fusarin C, fusoproliferin, fusapiron, moniliformin
ve naftokinon pigmentleri gibi toksik metabolitleri iiretir. Orkide, incir, piring, misir
ve diger tahillardan izole edilebilir.  Yiyeceklerde ciirlimelere ve yapraklarda

beneklenmelere neden olur [109].

Sekil 2.7: F. proliferatum’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi
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Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, 0.2 — 0.5 um eninde, 1 — 4 um
boyundadir. Tek tek kiiciik zincirler veya kiigiik demetler halinde bulunur.
Kiiltiirden hazirlanan preparatlarda kokoid veya filamentéz bicimlerde goriilebilirler
[110, 111]. Asit ve alkole direngli, ince goriiniimlii, graniiler bir morfolojiye sahiptir.
Optimum iireme sicakligi 37 °C’ dir. Klinik 6rneklerden ilk izolasyonlarinda
tireyebilmesi i¢in zenginlestirilmis ortamlar gereklidir. Biiyime ve gelisimi i¢in % 5
— 10 COsigeren atmosfer kosullari uygundur. Yavas lirer ve jenerasyonunu yaklasik
15 saatte tamamlar.  Bakteri, nonmikobakteriyel kontaminantlarin tiremesini
engelleyen malasit yesili katilmis % 60 homojenize yumurta igeren Lowenstein-
Jensen besiyerinde 3 — 6 haftalik inkiibasyonda iirer. Kolonileri deve tiiyii renginde
karnibahar goriintimliidiir. Yiksek lipit icerikleri nedeniyle besiyeri yilizeyine sikica
tutunurlar [112, 113]. M. tuberculosis 1siya, giines 1s18ma ve UV 1s18ma oldukga
duyarlidir. 60 °C’ de 20 dakikada, 70 °C* de 5 dakikada oSliir fakat kuruluga karsi
direnclidir [112-114].

2.4  Kullanilan Besiyerleri

2.4.1 Antifungal ve Antibakteriyel Aktivitede Kullamlan Besiyerleri

Agar igeren besiyerleri petri ve tiipte olmak iizere 2 tipte hazirlandi.
Kaynatma isleminden sonra petride besiyeri hazirlamak i¢in 6ncelikle 20 dakika 121
°C’ de sterilizasyon islemi yapildi ve beg alevi yaninda besiyeri 10 mL olacak
sekilde petri plaklarina paylastirildi. Tiiplerde yatik agar hazirlamak i¢in ise besiyeri
tiplere 6 mL olacak sekilde paylastirildiktan sonra otoklavlanma islemi
gerceklestirildi.  Sterilizasyon isleminden sonra tiipler yatik olarak yerlestirilerek
donmasi saglandi. Petri ve yatik besiyerleri daha sonra kullanilmak iizere + 4 °C’ de
buzdolabinda saklandi. Broth besiyerleri kaynatilma isleminden sonra tiiplere
paylastirilarak 1.5 atm basing altinda 20 dakika 121 °C’ de steril edildi. Daha sonra

kullanilmak tizere + 4 °C’ de buzdolabinda saklandi.

Fluka Niitrient agar (pH 6.8+0.2)

Et @KSraKE....ceeivvieiiiieeiieece et 30g



Antibakteriyel aktivitede MBK degerini belirleme ve yatik agarda kiiltiire

alma islemlerinde kullanilmistir.

Difco™ Niitrient Broth (pH 6.8+0.2)

Pancreatic Digest of Gelatin ... 5090
Et @KSIAKLL oo 30¢g
DISTHE SU. .. 1000 mL

Antibakteriyel aktivitede MIiK degerinin belirlenmesinde kullanildi.

Oxoid Sabouraud dekstroz agar (pH 5.6+0.2)

PEPION .. 10 gr
(€] (1] 200 72 ST SR 40 gr
AN 159r
DISHHE SU...vitieiei e 1000 mL

Antifungal aktivitede MFK degerinin belirlenmesinde kullanildi.

Merck Sabouraud dekstroz Broth (pH 5.6+0.2)

DEKSEIIOZ ..ottt sttt 20 gr
Pancreatic digest OF CASEIN .........ccoiiiiiiiiicee s 59gr
Peptic digest of animal tISSUE ..........cccovuveiuieiiieeiie e 5gr
DISTIE SU. .. 1000 mL



Antifungal aktivitede MIK degerinin belirlenmesinde kullanildi.

Merck Malt ekstrakt agar (pH 7.6+0.2)

Malt €KSTAKLL ...eeuvieiiieiieeiie ettt 30 gr
PEPTON L. e 3gr

ANAE s 15 gr
DISHHE SU. .. 1000 mL

Antifungal aktivitede yatik agarda funguslarin kiiltiire alinmasinda kullanildi.

2.4.2 Antitiiberkiiloz Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

2.4.2.1 Middlebrook 7H9 Broth Base (pH 6.6 + 0.2

Antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis kiiltiirii ve pasaji igin
kullanilan 6zel besiyeridir. MGIT tiiplerin dip kismina gomiilii olan silikon
igerisinde oksijene duyarli floresans sensorleri yer alir. Ortamda bakteri iiremeden
once bulunan oksijen varlig1 floresans1 gormemizi engeller. Ancak bakteri iiredikten
sonra ortamdaki oksijenin azalmasi nedeniyle UV 1s18inda (Wood’un lambasi) 365
nm’ de floresansin gdzlemlenmesine olanak tanir. Bdylelikle liremenin olup
olmadig1 kontrol edilir. Middlebrook 7H9 Broth Base antitiiberkiiloz aktivitede

kullanilan suglarin pasajlanmasi ve aktivite tayininde kullanildi.

Amonyum SUIAL ........ooviiiiiii s 059
L-GlUtAMIK @STE ... 059
SOAYUM SITFAL ...t ne e 01g
PIFIAOKSIN L. 1.0 mg
BIOTIN. .. 0.5 mg



DisOdyUM FOSTAL........coiiiieiiiie e 25¢

Monopotasyum fOSTat...........ccoeiieiiiicie e 109
Ferrik amonyum stlfat...........c.ccooiiiiiiiiiii 0.04¢
Magnezyum STITAL........cooiviiiiiie 0.05¢
Kalsiyum KIOTUL ....oovveiiciiiic e 0.5mg
CINKO STUIAL.....oveeiieiiic e 1.0 mg
BakKir STIAL.........cviiiic 1.0 mg
OADC. ... 100,0 mL
DISHIE SU...oviicicc 900 mL

2.4.2.2 Middlebrook 7H10 Agar Base (pH 6.6 + 0.2)

Middlebrook 7H10 Agar, mikobakteri tiirlerinin gelisimini destekleyen

gerekli besinleri saglamak i¢in oleik asit-albiimin ile zenginlestirilmis, gliserol,

dekstroz ve inorganik bilesikleri iceren tanimlanmis bir besiyeridir. Katalaz,

besiyerinde bulunma ihtimali olan zehirli peroksitleri pargalar. Malakit yesili

kontamine edici bakterilerin kismi inhibisyonunu saglamak i¢in inhibitor ajan olarak

rol alir. Daha basit kimyasal formiilasyonu sebebiyle, mikobakteriyel tiirlerin

gelisimi i¢in yaygin olarak kullanilan yumurta bazli besiyerinden daha az

kontaminant gelisimi riski tagir [115].

Magnezyum SUIAL........ccc.eoviiriiiiii 0.05¢g
Ferrik amonyum SUIfat...........cccviiiiiieiiieceececeeee e 0.04 g
SOAYUM SITFAL ...t re e 049
AmONYUM STITAL .....oiiiiiiieece e e 05¢g
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MoN0SOdYUM GIUtAMAL .......ocviiiiieiie e 059

Disodyum fOSTaL.........ccoiiieiiiii i 15¢
MoNopPOtasSyUM FOSTAL...........cccoriiiiiiieicee e 15¢
PIFTAOKSIN ..ttt sre e 1.0 mg
CINKO STUITAL.....eieiieeiieiece e e 1.0 mg
BaKir SUIAL.......ooouiiiiiee e 1.0 mg
BIOTIN. ..ottt 0.5 mg
Kalsiyum KIOTUL ....voveeieciiciceece e 0.5mg
A T B LA A 1 ST UPRRTPI 0.25 mg
AAAT e 135¢
GHISEIOL .. 50mL
OADC.... s 100.0 mL

Besiyerlerini  zenginlestirici olarak kullanilan OADC’ nin igerigi se

sekildedir:

Polioksietilen stearat (POES) ........ccccoveeiiiiiiiicieee e 8590
Bovin alblimin ....c..ooiiiiiiiiiiii e 50.0¢
DEKSIIOZ ... 2009
KALAIAZ. ... .c.veieiecieccie e e 0.03g
OHBIK ASIT ..t 01g

Besiyerlerinde olusabilecek kontaminasyonlari 6nlemek amaciyla PANTA

antibiyotik karigimi kullanildi. Liyofilize PANTA sisesi i¢in yaklagik formiil:
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POHMIKSIN B ..o 6.000 unite

THMENOPIIM .o 600 ug
AMTOLENISIN B ..o 600 pg
AZIOSTIIN oot e 600 ug
NAHATKSIK @SIT ... 2.400 pg

2.5  Kullamlan Antibiyotikler

Petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin antifungal ve antibakteriyel
aktivite sonuglar1 standart antibiyotik sonuglariyla karsilastirildi. Funguslar igin
standart antibiyotik olarak Fluka marka Amfoterisin B, bakteriler i¢in ise ticari
olarak satilan ve sefalosporin grubu bir antibiyotik olan lespor IM 1 gr flakon

kullanildi.

Amfoterisin B (AmB), 1955 yilinda Venezuella’ nin Orinoco River
bolgesinden toplanan topraktan actinomycete Streptomyces nodosus’ un bir
susundan izole edilen polyen grubuna bagl dogal bir antibiyotiktir. AmB lipofilik
bir molekiildiir. Fungal hiicre duvari membraninda bulunan ergosterole baglanarak,
por olarak fonksiyon goren oligodendromlarin olusumuyla hiicre duvar
permeabilitesinin  bozulmasina yol acarak, potasyum ve diger intraselliiler
molekiillerin, hiicre disina ¢ikmasiyla fungal hiicrenin 6liimiine neden olur. Genis

spektrumlu bir etkiye sahiptir [116, 117].

2.6 Serum Fizyolojik Hazirlanis1

9 gr NaCl, 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Tiiplere paylastirilarak
otoklavda 20 dakika 121 °C’ de steril edildi.  Inokulum siispansiyonunun

hazirlanmasinda kullanildi.
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2.7 Inokulum Siispansiyonunun Hazirlamsi

Antibakteriyel aktivitede bakteri siispansiyonlart serum fizyolojik ile
MacFarland 0.5 standardina goére hazirlandi. Ayni zamanda spektrofotometre ile 600
nm’ de 0.5 absorbans degeri okunarak dogrulugu teyit edildi. Antifungal aktivitede

ise fungus inokulumu 450 nm’ de 0.6 absorbans degeri okunarak ayarlandi.

Antitiiberkiiloz aktivite i¢in Becton ve Dickinson iiretici firmasinin
tavsiyelerine uyularak inokulum, BACTEC MGIT pozitif tiiplerden prosediire gore
hazirlandi.  Sivi kiiltiirden inokulum hazirlanirken BACTEC MGIT tiiplerinin
okunup pozitif ¢ikmasindan sonraki giin, 1. giin olarak kabul edildi. Giin 1 ve giin 2
inokulum olarak kullanilabilirken 3, 4 ve 5. giinlerde, kiiltiirlerden 1 mL alinip 4 mL

serum fizyolojik ile sulandirilarak inokulum siispansiyonu hazirland.

2.8  Ledanitrotetrazolium violet (INT);2-(4-lodophenyl)-3-  (4-
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium Kkloriir Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Bakteri ve fungus iiremesinin kontrol edilmesinde Fluka marka
Ledanitrotetrazolium violet iireme indikatori kullanildi. 0.04 gr Ledanitrotetrazolum
violet tartitlip 10 mL steril distile su igerisinde c¢oziilerek hazirlandi.  Stogun
kontamine olmamas1 i¢in 2 ml’ lik ependorf tiiplerine aktarilarak calisildi. Cozelti +

4 °C’ de 151k almayan ortamda saklandi.

2.9  Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

2.9.1 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MiK)

Bakteriler, yatik Nutrient agarda 24 saat 37 °C ’de, funguslar ise yatik Malt
agarda 72 — 96 saat siireyle 28 °C’ de inkiibasyona tabii tutularak yetistirildiler.
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Taze kiiltiirlerle inokulum siispansiyonu hazirland1 ve her bir mikroorganizma
icin well-plate iizerinde ii¢ seri olarak calisildi. Besiyeri olarak kiifler i¢in Sabouraud
Dekstroz Broth, bakteriler igin Nutrient Broth kullamldi. Ilk kuyucuk hari¢ diger
biitiin kuyucuklara 100 pl besiyeri konulduktan sonra birinci kuyucuga 175 pl
besiyeri ve 25 pl ekstre konuldu ve 6. kuyucuga kadar bir dnceki kuyucuktan 100 pl
ekstre ¢ozeltisi alinarak seri sekilde seyreltme islemi yapildi. Seyreltme islemi
bittiginde kuyucuklardaki son ekstre konsantrasyonu 12.5 mg/mL ’den 0.04 mg/mL’
e arasinda olacak sekilde hazirlanmis oldu. Seyreltme isleminden sonra negatif
kontrol hari¢ biitiin kuyucuklara 20 pl inokulum siispansiyonu asilandi. Igerisinde
bitki ekstresi, besiyeri ve inokulum siispansiyonu bulunan 96 - well plateler,
bakteriler i¢cin 37 °C’ de 24 saat, funguslar icin ise 28 °C’ de 72 — 96 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresinden sonra, iiremenin gerceklestigi
konsantrasyondan yiiksek olan bir énceki konsantrasyon MIK degeri olarak alind

[118,119].

MIK degerini saptamada Ledanitrotetrazolium violet (INT); 2-(4-
lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride, iireme indikatorii
olarak kullanildi. Bu amagla well plate cukurlarina 15 pL Ledanitrotetrazolium
violet ¢ozeltisi konuldu ve 3 — 4 saat etiivde 37 °C’ de bekletildi. Bekleme
sonrasinda iiremenin oldugu cukurcuklar pembe renge boyandi. Boyanmanin
gortldiigli ilk cukurcuktan bir onceki c¢ukurcukta bulunan ekstre konsantrasyonu
MIK degeri olarak alindi. Boylece minimum inhibisyon konsantrasyonu tespit

edildi.

2.9.2 Minimum Bakterisit ve Fungisit Konsantrasyonunu Belirleme
(MBK ve MFK)

MIK degeri mikroorganizmalarin statik aktivitesini yani mikroorganizmalarin
tiremesini durduran konsantrasyon degerini belirtirken, bakterisit ve fungisit terimleri

mikroorganizmalari 6ldiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilir.

Bu yontemde iiremenin olmadigi well plate ¢ukurcuklarindan 20 pl alinarak
funguslar i¢in Sabouraud Dekstroz Agar, bakteriler igin ise Nutrient Agar igeren petri

plaklarin iizerine ekim yapildi. Yukarida belirtilen kosullarda inkiibasyona tabi
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tutulduktan sonra iiremenin gergeklesmedigi konsantrasyon degeri bakterilerde MBK

funguslarda MFK degeri olarak bulundu [118].

2.10 Antitiiberkiiloz (Antimikobakteriyel) Aktivite

Bu yontemde, MGIT (Becton Dickinson) igerisinde modifiye edilmis 7 ml
Middlebrook 7H9 Broth Base kullanildi. Besiyeri icerisine 15 mL OADC (oleik asit,
albumin, dekstroz, katalaz) ile sulandirilmis PANTA antibiyotiginden 800 pL
eklendi. 96 well-plate’ lerin ilk kuyucuguna 175 pL, diger kuyucuklara 100 uL
besiyeri konuldu. Ekstreden ilk kuyucuga 25 pL konularak konsantrasyonun 12.5
mg/mL olmas1 saglandi; seri diliisyonlarla kuyucuklarin konsantrasyonlari 12.5,
6.25, 3.12, 1.52, 0.76, 0.38, 0.19, 0.09 ve 0.04 mg/mL olarak hazirlandi. Ekstreler
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ve H37Rv (ATCC 27294)
suslarina kars1 test edildi. Inokulumdan negatif kontrol hari¢ her kuyucuga 20 uL
ekildi. 3 seri olarak calisildi ve 37 °C’ de 6 giin boyunca inkiibasyona birakildi
[120].

MIK sonuglarini belirlemek igin “Presto Blue” biiyiime indikatoriinden her
bir gukurcuga 15 pL konularak bir giin boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. Bu
siirecten sonra tireme olmayan c¢ukurcuklar mavi renkte kalirken, iiremenin

gerceklestigi ¢ukurcuklar pembe rengini aldi.

Bakteri ve funguslarda oldugu gibi {iremenin oldugu cukurcuktan bir 6nceki
cukur konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi. Uremenin gergeklesmedigi
cukurlardan 20 pL alinarak 80 pL taze besiyeri igeren c¢ukurlara alindi ve tekrar
inkiibasyona birakildi. MBK degeri, liremenin ger¢eklesmedigi konsantrasyon

degeri olarak tespit edildi.
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2.11 Antioksidan aktivite

2.11.1 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) Metodu

DPPH c¢ozeltisinin ekstreyle karismasindan sonra diisen absorbans degeri,
ekstrenin antioksidan aktivitesinin oldugunu gosterir. Belirledigimiz IC50
(inhibisyon konsantrasyonu) degeri, DPPH ¢6zeltisinin absorbansini % 50 diisiiren

konsantrasyon degeridir.

0.003 gr ekstre orneginden tartilip 3 mL metanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 100, 200 pg/mL
konsantrayonlarda standart diliisyonlar hazirlandi. 1.5 x 105 M’ ik DPPH ¢ozeltisi,
0.0006 gr 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil’ in 10 mL metanolde ¢6ziilmesiyle
hazirlandi. Kor ¢ozeltisi ise 1.5 mL metanol ve 0.5 mL DPPH ¢6zeltisi kullanilarak

hazirlandi.

Inula peacockiana bitki tiiriiniin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinden
hazirlanmis diliisyonlardan 1.5 mL alinip 0.5 mL DPPH ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu
karigimlar 30 dakika karanlik bir odada inkiibasyona tabi tutulduktan sonra 517 nm
’de absorbans degerleri UV-vis spektrofotometre ile metanole karsi okundu. Kontrol

grubu olarak DPPH ¢ozeltisi kullanildi [121].

2.11.2 Total Fenol Miktar Tayini

2.11.2.1 Folin — Ciocaltaeu Yontemi

Ekstrelerin hazirlamsi: Total fenol yonteminde kullanilmak {izere bitki
ekstrelerinden 0.01 gr tartilarak 2 mL saf su igerisinde ¢oziildii (Smg/mL). Bu stok

cozeltiden 1 mg/mL ’lik diliisyonu hazirlandi.

Sodyum karbonat cozeltisinin hazirlamisi: 2 gr Na,COg tartilarak 100 mL

distile su icerisinde ¢oziildii.
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Gallik asit ¢ozeltilerinin hazirlamisi: 0.25 gr gallik asit % 10 ’luk 10 mL
etanol igerisinde ¢oziildii. Kalibrasyon egrisi olusturmak tizere 0, 50, 100, 150, 250,
500 pg/mL ’lik konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirland.

Olciim islemi: 20 pL bitki ekstresi veya gallik asit, 1.58 mL distile su ve 100
uL Folin — Ciocaltaeu ¢ozeltisi ile karistirildi ve 2 dakika sonunda 300 uL. sodyum
karbonat c¢ozeltisinden konulup 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Bekletildikten sonra 765 nm’ de absorbans degerleri olgiildii ve total fenol miktarlar

esdeger gallik asit miktar1 olarak verildi [122].

2.11.3 Total Flavonoid Miktarmmin Belirlenmesi

2.11.3.1 Aliiminyum Kloriir (AICl3) Kolorimetrik Metodu

Bu metotta referans flavonoid olarak katakol kullanildi.

Katakol c¢ozeltilerinin hazirlamsi: 0.0125 gr katakol 25 mL % 80 etil
alkolde ¢oziilerek 500 mg/L konsantrasyonda stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok
¢ozeltiden kalibrasyon egrisi olusturulmak tizere 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/L’ lik

diltisyonlar1 hazirlandu.

Bitki ekstrelerinin hazirlamisi: Petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin
her birinden 0.025 gr tartilarak 10 mL % 80 etil alkolde ¢oziildii. 2500 mg/L’ lik
konsantrasyonda olan stok ¢ozeltiden 1250 mg/LL ve 500 mg/L konsantrasyon

degerinde seyreltmeler hazirlandi.

500 uL ekstre ve katakol ¢ozeltisi, 2 mL distile su ve 150 uLL % 5 lik NaNOs
ile iyice karistirildi. 5 dakika bekledikten sonra karisim igerisine 150 puL % 10’ luk
AICI; eklendi. 6. dakikada 1 mL 1 M NaOH eklendikten sonra 1.2 mL su ile ¢ozelti
5 ml’ ye tamamlandi ve 510 nm’ de UV-Vis spektrofotometre ile 6l¢iim alindi. Kor
¢oOzelti icerisine ekstre ya da referans ¢ozelti yerine ayni miktarda distile su konuldu.

Sonuglar esdeger katakol miktar1 olarak verildi [123].
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2.12 HPLC Analizi (High Pressure Liquid Chromatography)

Yiiksek basingli sivi kramotografisi olarak ifade edilir. Kolon kromatografi
cesitlerinden bir tanesidir. Siklikla biyokimya ve analitik kimya alanlarinda ayirma,
tanimlama ve bilesenlerin miktarini belirleme gibi amaglarla kullanilmaktadir.
Kolon kromatografisi durgun faz yani paketlenmis materyal, ¢dzgen olarak ifade
edilen hareketli faz, hareketli faz1 kolona tasiyan pompa ve molekiillerin tutulma
zamanin1 gosteren dedektér kisimlarindan olusur.  Bitki ekstrelerinin fenolik

bilesenlerini tayin etme amagl bu yontem kullanilir.

2.12.1 Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihazi ile ilgili 6zellikler

Dedektor: DAD dedektor (Amax = 278)
Auto sampler: SIL-10AD vp

System controller: SCL — 10Avp

Pump: LC-10ADvp

Degasser: DGU — 14A

Column oven: CTO - 10Avp

Kolon : Agilent Eclipse XDB — C18 (250 x 4.60 mm) 5 mikron
Mobil faz : A: %3 asetik asit, B: Metanol
Akis Hizi: 0.8 mL / dakika

Kolon sicakligi: 300 °C

Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre

Numunelerden 25 mg tartilip 1 mL metanolde ¢oziilerek 20 pL’ si cihaza

verildi.
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Gradient programi:

F'umpsl CTO-1 D.f-‘-.vpl SCL-104vp | Statuz Log  Time Program

# Time hodule Event Walue Comment
1 200 Pumps * |B.Conc hd 7
2 |z2000 Pumps B.Conc 28
3 |z28.00 Pumps B.Conc 25
4 |35.00 Purnpz B.Conc 30
5 [45.00 Pumps B.Conc 33
6 |E0.00 Pumps B.Conc 33
¢ |B2.00 Pumps B.Conc 42
8 |70.00 Purnpz B.Conc a0
9 |75.00 Pumps B.Conc a0
10 |20.00 Pumps B.Conc 100
11

Sekil 2.8: HPLC Gradient programi

2.13 Likid Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi (LC-MS) Analizi

LC-MS (high-performance liquid chromatography coupled with tandem
spectrometry) tekniginde yliksek basingli sivi kromatografisinde fizikokimyasal
Ozelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Birinci
kuadrupol filtrede m/z (kiitle/ylik) oranina gore ayrilan molekiiller collision gaz adi
verilen yliksek saflikta 6zel bir gaz ile pargalanmaya tabi tutulmaktadir. Ayn1 m/z
oranina sahip pek ¢cok molekiiliin mevcut olmasina karsin ayn1 pargalanma iyonlarina
sahip molekiil sayisi dogada 1/10000” diir. Bu nedenle LC-MS teknigi 6zgiin bir test
olmasinin yam: sira ¢ok diisiik konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin
yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da gerek

duyulmamaktadir.

Standart HPLC tekniginde madde sadece retansiyon zamani ile teshis edilir
iken LC-MS/MS teknolojisi ile retansiyon zamanina ek olarak “precursor ve

product” iyonlar ile degerlendirilmektedir.
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2.13.1 Kullamlan Agilent Marka LC-MS Sisteminin Ozellikleri

Analizler Agilent marka LC-MS sistemi (tek kuadrupollu 1200 LC) ile
yapildi.

Gaz sicakligt: 350 ° C

Kolon sicakligi: 35 ° C

Kurutucu gaz akisi: 12 L/dakika

Nebulizer pressure: 45 psi

Capillary voltage: 3500 V.

Kolon Ozellikleri: C-18 (EC-C18 4,6x50mm 2.7um).

Mobile fazlar: A: Su (5 mM amonyum format + % 0.5 formik asit), B:

metanol.
Toplam analiz siiresi: 32 dakika.
Enjeksiyon hacmi: 5 pl.

Numuneler 0.5 g tartilip 5 mL gradient grade metanolde ¢6ziildii. Sartorius

(0.22 um.) membran filtrelerden siiziilerek cihaza verildi.
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2.13.2 Gradient Programi

EI Advanced

EI Timetable -

Time Function Parameter

: Change ent Compo... [ig ent composition &; 90

0.2 Change Solvent Compo.. = Solvent composition & 90,0 % B:100% C 00%D: 0.0 &
Solvent composiion & 700 % B:300% C 00X D: 00X
Solvent composition &; 200 % B:800% C.O0%D: 00 %
Solvent composition &: 50 % B:95.0% C:00%D: 0.0 %

Saolvent composiiona: 50 % B:95.0% C 0.0% D: 0.0 X%

Solvent composition &: 300 % B100% C.O0%D: 00 %
Solvent composition A: 90.0 % B:10.0% C 00%D: 0.0 %

3 Change Solvent Compo..
20 Change Solvent Compo..
201 Change Salvent Compo...
22 Change Solvent Compo..
221 Change Solvent Compo..
25 Change Salvent Compo...

Sekil 2.9: LC-MS gradient programi

2.14 Kullanilan Cihazlar

Ekstrelerin alinmasi igleminde rotary evaporator kullanildi.  Ekstrelerin
antitliberkiiloz aktivite ¢alismalari kapsaminda Bilser marka W-lamp hepafiltreli
laminaflow kullanildi.  Antioksidan c¢aligmalar sirasinda UVWIN 5.0 UV-VIS
spektrofotometre ve kuartz kiivetler kullanildi.  Mikroorganizmalarin uygun
sicakliklarda inkiibasyonu i¢in Elektro-Mag marka etiiv kullanildi. Cozeltilerin ve

inokulumlarin homojen karigsmasi i¢in Elektro-Mag marka vortex kullanild.
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3. BULGULAR

3.1  Antibakteriyel, Antitiiberkiiloz ve Antifungal Bulgular:

Minimum inhibisyon konsantrasyon degeri olarak ifade edilen MIK, bitki
metanol, aseton ve petrol eter ekstrelerinin, mikroorganizmalarin iiremesini inhibe
eden konsantrasyon degeri olarak, MBK ve MFK degerleri ise bakterisit
konsantrasyon degeri olarak mg/mL cinsinden Tablo 3.1 de verildi. Sekil 3.1° de ise
MIK degerlerine ait fotograflar yer almaktadir.  Standart ilaglarin MIK ve
MBK/MFK degerleri ise Tablo 3.2 de verildi.

Tablo 3.1: /nula peacockiana petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin MiK ve

MBK /MFK degerleri
Petrol eteri Aseton Metanol
MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK
Proteus vulgaris 01 |01 04 |04 08 |08
Bacillus cereus 04 |04 04 |04 04 |04
Staphylococcus aureus 01 |01 04 |04 08 |0.38
Pseudomas aeuroginosa 04 |04 04 |04 08 |0.38
Klebsiella pneumoniae 01 |01 04 |04 08 |08
Esherichia coli 02 |02 04 |04 08 |08
Aspergillus niger 6.25 | 6.25 125 | >125 | 125 |>125
Aspergillus flavus 6.25 | 6.25 |6.25 |>125 | 125 |>125
Aspergillus ochraceus 6.25 | 6.25 125 | >125 | 125 |>125
Fusarium proliferatum 31 |31 6.25 | >12.5 |6.25 | 6.25
M. tuberculosis (RA) 0.05 3 125 | 125 |6.25 |6.25
M. tuberculosis (RV) - - 125 | 125 |6.25 | 6.25
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.56.3 3.1 1.6 0.8 0.4 0.2 0.1 0.050.02 +
P8 B V & ) ~ -. - -

A v O IBNERIRNE

Vo N O NGy
D B A

Inula peacockiana, Aseton ekstresi Inula peacockiana, Metanol ekstresi

Sekil 3.1: /nula peacockiana ekstrelerinin MiK sonuclarina ait fotograflar, A.O.:
Aspergillus ochraceus, A.N. : Aspergillus niger, A.F. : Aspergillus flavus,
F.P. : Fusarium proliferatum, Ra : Mycobacterium tuberculosis (Ra), Rv:
Mycobacterium tuberculosis (Rv), P.V.. Proteus vulgaris, P.A.:
Pseudomonas aeruginosa, K.P.: Klebsiella pnomoniae, S.A.:
Staphylococcus aureus (Konsantrasyon degerleri mg/mL cinsinde)
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Tablo 3.2: Standart antibiyotiklere karsi bakteri ve funguslarin MiK ve MBK/MFK

degerleri
Standart Antibiyotik (ng/mL)
MIK MBK
Proteus vulgaris 0.3 0.3
Bacillus cereus 10 10
Staphylococcus aureus 0.3 0.3
Pseudomas aeuroginosa 10 10
Klebsiella pneumoniae 10 10
Esherichia coli 0.3 0.3
Aspergillus niger 0.8 0.8
Aspergillus flavus 0.1 0.1
Aspergillus ochraceus 0.8 0.8
Fusarium proliferatum 0.8 0.8

3.2  Antioksidan Aktivite Bulgular

3.2.1 DPPH Yontemi Bulgular

DPPH ¢ozeltisi (1,5x10°M) ve ekstrelerle hazirlanan karisimlar 30 dakika
karanlik odada inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siirecinden sonra karisimlarin
UV-Vis spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.
DPPH absorbansini % 50 diisiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilen ekstrelere

ait % inhibisyon degerleri tablo 3.3’de verildi.
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Tablo 3.3: Inula peacockiana ekstrelerinin ve askorbik asitin % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon | Askorbik asit Metanol Aseton Petrol eteri
(ng/mL) (% ekstresi (% ekstresi (% ekstresi (%
inhibisyon) inhibisyon) inhibisyon) inhibisyon)
25 62.35 75.04 76.34 70.70
50 97.01 92.14 82.95 74.08
100 97.21 91.19 91.06 68.05
200 96.91 92.09 89.77 67.86
3.2.2 Total Fenol Yontemi Bulgularn
009 y = 0,0001x + 0,0436
0,08 R2 = 0,9898
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03 -
0,02 -
0,01 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Sekil 3.2: Gallik asit kalibrasyon tablosu

Tablo 3.4: Inula peacockiana bitki ekstrelerinin total fenol miktari

I. peacockiana

Total fenol miktar: (1g/L
ekstrede gallik asit)

Petrol eteri
Aseton

Metanol

90

126

172
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3.2.3 Total Flavonoid Yontemi Bulgular:

Bu yontemde referans flavonoid olarak katakol kullanildi. Katakol, %80
etanolde coziilerek 20, 40, 60, 80, 100 mg/L konsantrasyonlarda diliisyonlar1 elde
edildi. Diliisyonlarin  UV-Vis spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda
absorbanslart okunarak Sekil 3.3 de verilen Kkalibrasyon egrisi olusturuldu
Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 gram ektrede esdeger katakol miktar1 olarak

tablo 3.5’de verildi.

0.8
‘507
o0 |
“30'6 * y = 0,007x + 0,004
50,5 1 R?=0,996
504 -
50.3 -
wn
202
0.1
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

konsantrasyon degerleri

Sekil 3.3: Katakol kalibrasyon grafigi

Tablo 3.5: Inula peacockiana ekstrelerinin total flavonoid miktarlari

Bitki ekstreleri Gram ekstrede bulunan esdeger
katakol miktan

Petrol eteri 8.94

Aseton 12.27

Metanol 15.75
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3.3  HPLC Analizi Bulgularn

Tablo 3.6: HPLC analizi sonucunda ekstrelerde bulunan fenolik maddeler

NO Numuneler Petrol eteri | Aseton Metanol
ekstresi ekstresi ekstresi
(ng/gram) (ng/gram) (ng/gram)

1 Chlorogenic acid * 501,1 3094,7

2 Caffeic acid * 640,5 502,9

3 Epicatechin * * *

4 Syringic acid 0,8 * 18,5

5 p-coumaric acid * * *

6 Ferulic acid * * *

7 Sinapinic acid * * *

8 0-coumaric acid * 133,7 166,1

9 Hesperidin * * *

10 Rosmarinic acid * * *

11 Cinnamic acid * * *

12 Karvakrol * * *

3.4  LC-MS Bulgulan

Tablo 3.7: LC-MS Analizi sonucunda ekstrelerde bulunan fenolik maddeler

NO | Numuneler Petrol eteri | Aseton ekstresi | Metanol
ekstresi (ng/gram) ekstresi
(ng/gram) (ng/gram)

1 Gallic acid * * *

2 Vitexin * * *

3 Naringin * * *

4 Rutin hidrat * * *

5 Apigenin 7 glikozide | * * *

6 Oleuropein * * *
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7 Trans-cinnamic acid * *

8 Quercetin 234,13 120,85
9 Naringenin * *

10 Luteolin 105,20 97,58
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Inula peacockiana bitki tiiriiniin petrol eteri, aseton ve metanol

ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ve HPLC sonuglari incelendi.

Mikrodilisyon metodu sonuglar: incelendiginde en iyi sonuglar petrol eteri
ekstresinde elde edilmistir. Bu ekstre Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae iizerinde 0.1 mg/mL konsantrasyon degerinde bakterisit ise
3.1 mg/mL konsantrasyon degerinde ise Fusarium proliferatum tizerinde fungisit etki
gosterdi. Bakteriler icin kullandigimiz sefalosporin grubu antibiyotigin Proteus
vulgaris ve Staphylococcus aureus ftizerinde bakterisit etkisi 0.3 ug/mL’ dir.
Amphotericin B antibiyotigi Fusarium proliferatum tizerinde fungisit etkisi ise 0.8
ug/mL’ dir. Petrol eteri, aseton ve metanol ekstreleri Bacillus cereus iizerine ayni

konsantrasyon degerinde inhibisyon gostermislerdir (0.4 mg/mL).

Askun ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada antifungal aktivite
sonuglarinin  antimikobakteriyel —aktivite sonuglarina paralel olabilecegini
bulmuslaridir [124]. Calismamizda elde ettigimiz petrol eteri ekstresinde goriilen
yilksek antifungal ve antimikobakteriyel aktivite bu sonugla paralellik

gostermektedir.

Oskay ve Sar1’ nin (2007) [125] yaptiklar1 bir ¢alismada /nula viscosa’ nin
etanol ekstresini disk difiizyon metodu ile denemisler Proteus vulgaris’ de 28 mm,

Staphylococcus aureus’ da ise 18 mm zon gapi elde etmislerdir.

Bazzaz ve Haririzadeh (2003), [88] Inula peacockiana’ nin antimikrobiyal
aktivitesini aragtirmiglar ve Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus’ a Karsi

etkili oldugunu bulmuslardir.

Antitliberkiiloz aktivite sonuglarmma gore en iyl sonuclar petrol eteri
ekstresinde elde edilmistir. Mycobacterium tuberculosis’ in aviriilant susunda MiK
degeri 0.05 mg/mL, MBK degeri ise 3 mg/mL olarak bulunmustur. Petrol eterinin
nonpolar yapist Mycobacterium grubunda bulunan bakterilerin yiiksek lipit

igeriklerini etkiledigi i¢cin bu sonug elde edilmistir.
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Tablo 3.6 ve 3.7'de verilen fenolik madde analiz sonuglari incelendiginde
metanol ekstresinde chlorogenic asit (3094.7g/gram), caffeic acid (502.9jg/gram),
syringic acid (18.5 Jg/gram), o-coumaric acid (166.1 jug/gram), quercetin (120.85 u
g/gram), luteolin (97.58 I g/gram), aseton ekstresinde chlorogenic acid (501.1p
g/gram), caffeic acid (640.5g/gram), o-coumaric acid (133.7jg/gram), quercetin
(234.13 pg/gram), luteolin (105.20 pg/gram), petrol eteri ekstresinde ise sadece

syringic acid (0.8jg/gram) bilesigini i¢erdigi bulunmustur.

Cesitli fenolik maddelerin (kafeik asit, protocatechuic, p-kumarik asit,
oleuropein p-hidroksi benzoik, vanillik, syringic, ve quercetin) antifungal ve
antibakteriyel aktivitelerinin incelenmis oldugu bir makalede caffeic ve
protocatechuic asitlerinin (0.3 mg/ml) E. coli ve K. pneumoniae bakterilerine;
syringic acid (0.5 mg/ml)’ in B. cereus bakterisine karst iireme inhibisyonu

gosterdigi bulunmustur [126].

Antioksidan ¢alismalar1 DPPH, total fenol miktar tayini ve total flavonoid
miktar tayini metotlar1 kullanilarak ¢alisildi. DPPH yontemi, kararl serbest radikal
2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH.)’ 1n elektron veya hidrojen atomlar1 veren
antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipirilmesi
(temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin agilmasinin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi temeline dayanir [127].

Metanol, aseton, petrol eteri ekstreleri ve askorbik asit % inhibisyon degerleri
karsilastirildiginda en iyi deger metanol ekstresinde goriildii. Aseton ekstresi de
askorbik aside yakin degerler verdi. Ancak petrol eteri ekstresi askorbik asitten tiim
konsantrasyonlarda daha diisiik % inhibisyon gosterdi. Buna bagli olarak petrol eteri

ekstresinde anti-radikalik aktivite saptanamadi.

Fenoller hidroksil gruplar: bulundurduklarindan, serbest radikalleri yok etme

yetenekleri nedeniyle ¢ok 6nemli bitki bilesenleridir [128]. Ayn1 zamanda fenolik
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bilesikler dogrudan dogruya antioksidan aktiviteye katkida bulunabilirler [129].
Polifenolik bilesikler, potansiyel bir antioksidan oldugu igin antioksidan aktivite
belirlemede, toplam fenolik madde miktarlarinin bilinmesi 6nemlidir. Total fenol
yontemi sonuglarinda gallik asit referans madde olarak kullanihip sonuglar gr/L
ekstrede mg gallik asit esdeger miktari olarak verildi. Ekstreler kiyaslandiginda
metanol ekstresi fenol i¢erigi bakimindan daha zengindir. (172 mgGA/gr). Aseton
ekstresinin 126 mgGA/gr, petrol eteri ekstresinin ise 90 mg/gr miktarinda fenol

icerdigi belirlendi.

Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar: ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerek, ve stiperoksit anyonlari, lipid peroksil
radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak
gostermektedirler [130, 131].

Yaptigimiz total flavonoid yontemi sonuglar1 DPPH yontemi sonuglarini
dogrulamaktadir.  Metanol ekstresinin en yiiksek degerde flavonoid icerdigi
belirlendi ve gram ekstrede bulunan esdeger katakol miktar1 15.75 mg olarak
belirlendi. Aseton ekstresinde 12.27 mgCAT/gr , petrol eterinde ise 8.94 mgCAT/gr
olarak belirlendi. Sonug olarak petrol eteri ekstresi flavonoid agisindan diger

ekstrelere gore daha fakirdir.

Calismamiz sonucunda farkli ¢ozgenlerle yapilan ekstrelerde farkli sonuglara
rastladik. Bitkimiz iizerinde metanol, aseton ve petrol eteri ekstreleri ile ilgili
biyolojik aktivite ve antioksidan aktivite ¢aligmalarina rastlanmadigindan
calisgmamizin literatiire katkida bulunacaktir. HPLC sonuglari ile igerigindeki fenolik
maddeler tespit edildi. Bitkinin metanol ve aseton ekstrelerinde antioksidan aktivite
yiiksek degerler vermistir. Petrol eteri ekstresinde de antimikrobiyal etki diger
ekstrelere gore daha yiiksek bulundu.
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Sekil A.1: HPLC standart kromotogrami

Standartlar: 1; chlorogenic acid, 2; caffeic acid, 3; epicathechin, 4;
syringic acid, 5; p-coumaric acid, 6; ferulic acid, 7; sinapinic acid, 8; o-coumaric

acid, 9; hesperidin, 10; rosmarinic acid, 11; cinnamic acid, 12; karvakrol

59

8-



n
-%mﬂnm {1.00)

200

Sekil A.2: Inula peacockiana petrol eteri ekstresi HPLC Kromotogrami
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Sekil A.3: Inula peacockiana aseton ekstresi HPLC kromotogrami
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Sekil A.4: Inula peacockiana metanol ekstresi HPLC kromotogrami
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Sekil B.1: LC-MS standart kromotogrami

Standartlar: 1, Gallic acid (R.T. 1,6); 2, Vitexin (R.T. 9,72); 3, Naringin (R.T.
10,69); 4, Rutin Hidrat (R.T. 10,76); 5, Apigenin 7 glukozide (R.T. 11,65); 6,
Oleupein (R.T. 11,96); 7, Trans-cinnamic acid (R.T. 12,57), 8, Quercetin (R.T.
13,47); 9, Naringenin (R.T. 13,613); 10 Luteolin (R.T. 14,36) (R.T.=Retantion time)
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Sekil B.2: Inula peacockiana aseton ekstresi LC-MS kromotogrami
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Sekil B.3: Inula peacockiana petrol eteri ekstresi LC-MS kromotogrami
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Sekil B.4: Inula peacockiana metanol ekstresi LC-MS kromotogrami
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