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Oz: Carduus cinsi, Anadolu halk tibbinda pek ¢ok rahatsizhgin giderilmesinde geleneksel olarak kullanilir. Bu calismada, Carduus
adpressus’un farkli bitki ekstrelerinin potansiyel antioksidan 6zellikleri ve antimikrobiyal aktivitesi incelendi. Toplam polifenoller, toplam
fenolik ve toplam flavonoid igerikleri sirasiyla fosfomolibdat, Folin-Chiocalteu reaktifi ve AICls ile yapildi. Antioksidan aktivite, ABTS (2,2"-
azino-bis, 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodlari kullanilarak tespit edildi. Antimikrobiyal aktivite
ise, disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak ortaya gikarildi. Etanol ekstresi en yiiksek toplam antioksidan (377.9 mg GAE g1
ekstre), flavonoid (60,06 mg QE g ekstre) ve fenolik (291,03 mg GAE g ekstre) igerige sahipti. Ayrica, en giiclii radikal temizleme etkinligi,
etanol ekstresinde (ABTS: 78,26 mg TE g ekstre ve DPPH: 74,45 mg TE g ekstre) tespit edildi. Tiim ekstreler en az bir mikroorganizmaya
kars1 yiiksek bir antimikrobiyal aktivite sergiledi. Sonug olarak, C. adpressus bitkisinin dogal bir antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak
kullanilma potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Antioksidan 6zellik, antimikrobiyal aktivite, Carduus adpressus.

A Study on Antioxidant Properties and Antimicrobial Activity of Various
Extracts of Carduus adpressus

Abstract: The genus Carduus is traditionally used to relieve many ailments in Anatolian folk medicine. In this study, potential
antioxidant properties and antimicrobial activity of different plant extracts of Carduus adpressus were investigated. Total polyphenols, total
phenolic and total flavonoid contents were made with phosphomolybdate, Folin-Chiocalteu reagent and AICIz, respectively. Antioxidant activity
was determined using ABTS (2,2"-azino-bis, 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazil) methods.
Antimicrobial activity was determined by disc diffusion and microdilution methods. Ethanol extract had the highest total antioxidant content
(377.9 mg GAE g extract), flavonoid (60.06 mg QE g extract) and phenolic (291.03 mg GAE g extract). In addition, the strongest radical
scavenging activity was detected in ethanol extract (ABTS: 78.26 mg TE g* extract and DPPH: 74.45 mg TE g* extract). All extracts exhibited
a high antimicrobial activity against at least one microorganism. As a result, C. adpressus plant is thought to have potential to be used as a
natural antioxidant and antimicrobial agent.

Keywords: Antioxidant property, antimicrobial activity, Carduus adpressus.
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GIRIS

Insanligin varolusundan beri bitkiler gerek gida
olarak gerekse tibbi amaglarla kullanilmiglardir (Dubick,
1986). Diinya saglik Orgiitiiniin raporlarina gore, diinya
niifusunun halen yaklagik olarak %801 ¢esitli hastaliklarm
tedavisinde ilk olarak bitkilere bagvurmaktadir (WHO, 2002).
Bitkilerin tedavi amagli veya gida olarak kullanilmalar1 sahip
olduklar1 ¢esitli sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir
(Zalesak vd., 2019). Bitkisel kaynakli biyoaktif bilesikler,
ozellikle sentetik maddelerin olasi yan etkilerine karsi, son
yillarda daha fazla tercih edilmeye baslanmigtir (Naveed vd.,
2018). Bitkilere olan bu ilgi, bilim insanlarini da bir ¢ok bitki
ekstresinin fotokimyasini arastirmaya ve Ozellikle halk
tibbinda kullanilan bitkileri aydinlatmaya yonlendirmistir
(Acharya vd., 2011). Giinlimiizde, diinya genelinde halk
saghgmi ciddi bigimde tehdit eden wunsurlardan birisi
bakterilerin gelistirdigi antibiyotik direngliligidir (Vambe vd.,
2018). Bu problem insanlik i¢in ¢ok kritik bir 6neme sahiptir
ve acil ¢oziilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla tibbi bitkiler,
bu soruna ¢are olabilecek bir potansiyel tagimasi bakimindan
daha popiiler hale gelmistir (Ozcan & Acet, 2018b).

Tiirkiye farkli cografik ve iklimsel ozellikleri
nedeniyle zengin bir bitki ortiisiine sahiptir (Nadiroglu vd.,
2019). Bunlarin baginda, yaklasik 23000 tiirden meydana
gelen ve c¢igekli bitkiler ailesinin en genig iiyesi olan
Asteraceae gelmektedir (Davis, 1988; Giiner vd., 2000). Bu
aileye mensup bitkilerin birgogu ila¢ olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir ve halk tibbinda pek ¢ok rahatsizligin
giderilmesinde yaygm olarak kullanilmaktadir (Koc vd.,
2015). Literatiirde, Asteraceac familyas: iiyelerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu pek
¢ok calisma ile ortaya konmustur (Sezik vd., 2001; Zheleva-
Dimitrova vd., 2011; Eruygur vd., 2018; Ozcan ve Acet,
2018a). Carduus cinsi de bu familyaya aittir ve diinya
genelinde yaklasik olarak 100 tiir ile temsil edilmektedir
(Chaudhary, 2000). Bu cinse ait iiyelerin sahip olduklar1
kimyasal igerik sayesinde, antioksidan, antienflamatuar,
antidiyabetik, antiromatizmal, spazmotik, antikanser,
antiviral, antibakteriyal ve tansiyon distiriicii gibi pek c¢ok
biyolojik aktiviteler gosterdigi rapor edilmistir (Orhan vd.,
2009; Slavov vd., 2014; Al-Shammari vd., 2015; Ozcan,
2019).

Gilimiishane bolgesinde yetisen Carduus tiirlerinin
biyolojik aktiviteleri iizerine yapilmis smirli calisma
bulunmaktadir (Ozcan, 2019). Bununla birlikte, Carduus
adpressus bitkisinin biyolojik aktivitesi ile ilgili literatiirde
her hangi bir caligmaya rastlanmamistr. Bu bakimdan,
mevcut ¢aligma ile halk tarafindan c¢esitli rahatsizliklarin
hafifletilmesinde kullanilan C. adpressus’un antioksidan ve
antimikrobiyal ozelliklerinin ortaya cikarilmasi
amaclanmistir. Bu ¢alisma, Glimiighane ilinde yayilis
gosteren C. adpressus tiirline ait yapilmig ilk aragtirma olma
niteligindedir.
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MATERYAL VE METOT

Bitki Materyali: Bitkiler ¢iceklenme doneminde,
Artabel/Giimiishane’ den 2800-2900 m yiikseklikten 2016
yili Agustos ayinda toplandi. Bitkinin identifikasyonu ‘Flora
of Turkey and the East Aegean Islands’ a gore yapildi (Davis,
1975). Sahit numune herbaryum Ornegi hazirlanarak
(TA1604), Giimiishane Universitesi’nde muhafaza edildi.

Ekstraksiyon: Bitkiler 10-15 giin boyunca golgede
kurutuldu ve 6giitiicii (Fritsch P-15, Germany) yardimiyla toz
haline getirildi. 5 g bitki tozu 100 mL uygun ¢6ziicii (etanol,
metanol veya etil asetat) ile gece boyu muamele edilerek
ekstraksiyon gergeklestirildi ve bitki parcalari kaba filtre
yardimiyla siiziilerek uzaklastirildi. Daha sonra ¢oziiciiler de
evaporator  yardimiyla  40°C’den  diisiik  sicaklikta
uzaklagtirilarak  ekstreler elde edildi ve deneylerde
kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Total Fenolik ve Flavonoid Igerik Tayini: Total
fenolikler Folin-Ciocalteu reaktifi (Slinkard & Singleton,
1977) ve total flavanoidler ise AICl; (Moreno vd., 2000)
kullanilarak spektral yontemlerle belirlendi. Sonuglar total
fenolik igin gallik asit (mg GAE g? ekstre), total flavonoid
igin ise quercetin esdegerligi (mg QE glekstre) olarak verildi
(Ozcan, 2019).

Total Antioksidan Tayini: Ekstraktlarin toplam
antioksidan potansiyeli, fosfomolibden yonteminde (Prieto
vd., 1999) Kkii¢lik modifikasyonlar yapilarak belirlendi.
Kisaca, 300 pL ekstrakt, 3 mL reaktif ¢ozeltisi ile karistirildi
ve 90 dakika boyunca 95°C'de bekletildi. Inkiibasyon
bitiminde karisgim 695 nm'de Olgiildi. Ekstraktlarin
antioksidan potansiyeli, gallik asit (mg GAE g ekstre)
esdegeri olarak hesaplandi.

Antioksidan Aktivite: Antioksidan aktivite ABTS ve
DPPH metotlar1 ile spektrofotometrik olarak belirlendi.
Ozetle, ABTS assay igin 160 ul ABTS soliisyonu 80 pl bitki
ekstresi ile karistirildi ve 6 dakika inkiibasyon sonunda 750
nm’de Sl¢lim alindi. DPPH assay i¢in 125 pl 0.1 mM DPPH
soliisyonu esit hacim bitki ekstresi ile karistirildi ve 45
dakika inkiibasyon Olcim  alindi.
Sonuglar troloks esdegerligi olarak hesaplandi (Ozcan, 2019).

Antimikrobiyal Aktivite: Bitkinin 15 standart
mikroorganizmaya (12 bakteri ve 3 maya) karst
antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon ve mikrodiliisyon
yontemleriyle belirlendi. Kullanilan test organizmalar
sunlardir; Enterococcus faecium DSMZ 13590, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, MRSA ATCC
43300, Enterococcus hirae ATCC 10541, Escherichia coli
ATCC 29998, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Vibrio parahaemolyticus ATCC
17802, Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Candida
albicans DSMZ 5817, Candida albicans ATCC 10231,
Candida tropicalis NRRLL YB-366.

sonunda 490nm’de
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Disk diflizyon yontemi uygulamalarinda ilk olarak,
MHB petrilere mikroorganizmalar tatbik edildi ve bos diskler
petriye yerlestirildi. Diskler iizerine, 20 mg mL™? stok
soliisyondan alman 10 uL bitki ekstresi birakildi. Daha sonra
petriler, ekstraklarm agara difiizyonu igin 2 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Son asamada, petriler 37°C’de 1 giinliik
inkiibasyona birakild1 ve diskler etrafinda olusan inhibisyon
zonlar1 kaydedildi (Bauer vd., 1966).

Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak ekstrelerin
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendi
(CLSI, 2017). Oncelikle, bitki ekstreleri 1-512 pug mL?
araliginda seyreltilerek 96 kuyucuklu mikroplakalara
dagitild1 ve mikroorganizmalar ile karistirilarak 37°C’de 48
saat  inkiibasyona  birakildi.  Mikrobiyal
goriilmedigi konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.
Novobiosin, kloramfenikol ve nistatin pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Istatistiksel Analizler: Tim olgiimler 3 tekrar
halinde gergeklestirildi. Sonuglar SPSS (versiyon 20.0, IBM)
programi, One-way ANOVA ile hesaplandi ve anlamli
farklar Duncan ¢oklu siralama testleri ile belirlendi. P <0.05
degerleri anlamli kabul edildi.

biiyiimenin

BULGULAR ve TARTISMA

Toplam Biyoaktif Madde Igerikleri: C. adpressus
ekstrelerinin total biyoaktif madde icerikleri
spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir (Tablo 1).
Etanol ekstresinin toplam biyoaktif madde igerigi (total
antioksidan, total fenolik ve flavonoid miktarlarl) diger
ekstrelere gore yiiksek bulunmustur. Ozcan (2019)’un yaptig1
calismada, ayn1  bolgeden toplanmis olan Carduus
lanuginosus  bitkisi  benzer  ozellikler — bakimindan
aragtirilmistir ve en yiiksek toplam antioksidan kapasite su
ekstresinde 636,84 mg GAE g ekstre olarak tespit
edilmistir. Yine ayni ¢aligmada, etil asetat ekstresinin toplam
fenolik (380,61 mg GAE g™) ve flavanoid (143,05 mg GAE
g?) igerikleri, mevcut calismanmn sonuglarmndan yiiksek
bulunmugtur. Bu bakimdan C. adpressus bitkisinin total
biyoaktif madde iceriklerinin daha diisik oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber, Bulgaristan’dan toplanan
baz1 Carduus tiirlerinin antioksidan 6zelliklerinin aragtirildigi
bir bagka c¢alismada, C. kerneri ssp. austroorientalis’in
polifenol ve flavonoid igerikleri olduk¢a diigiikk bulunmustur
(Zheleva-Dimitrova vd., 2011). Bu sonuglar, C. adpressus
bitkisinin toplam biyoaktif madde igerikleri bakimindan
kayda deger sonuglara sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Radikal  Siipiiriicii  Aktivite:  C.  adpressus
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri bitkilerde yaygin olarak
kullanilan ABTS VE DPPH metotlar1 (Dudonné vd,, 2009)
ile belirlendi ve sonuglar Tablo 2°de wverildi. Her iki
yontemde de etanol ekstresinin diger ekstrelere oranla
(ABTS: 78,26 mg TE g ekstre ve DPPH: 74,45 mg TE g*
ekstre) radikal siipiirme etkisinin yiiksek oldugu bulundu.
Sonuglar ICsg degerlerinin hesaplanmas1 (diisiik olmasi
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aktivitenin yiiksek oldugu anlamma gelmektedir) ile de
dogrulanmis oldu. Ayrica, elde edilen sonuglar antioksidan
aktivite ile toplam biyoaktif madde igerikleri arasinda bir
iliski oldugunu ortaya koydu. Literatiirde de Carduus
tirlerinin antioksidan aktiviteleri {izerine yapilmis bazi
calismalara rastlanmistir. Ornegin, Dimitrova-Dyulgerova
vd., (2015), dort farkli Carduus tiirii tizerine yapmis olduklar
bir caligmada, mevcut caligmaya benzer bigimde etanol
ekstraktlarmin  yiiksek ABTS DPPH  aktiviteler
sergiledigini rapor etmislerdir. Bagka bir g¢alismada ise,
Carduus tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu
vurgulanmistir  (Zheleva-Dimitrova vd., 2011). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada ise, endemik bir tiir olan C.

ve

lanuginosus’un antioksidan aktivitelerine bakilmis ve en
yiiksek ABTS aktivitesi (151,64 mg TE g? ekstre) su
ektraktinda bulunurken; en yiiksek DPPH aktivitesi (70,93
mg TE g ekstre) etilasetat ekstresinde tespit edilmistir. Bu
sonuglar mevcut ¢alisma ile kiyaslandiginda, C. adpressus
bitkisinin ABTS yontemine gore kismen diigitk olmakla
birlikte, DPPH yontemine gore yorumlandiginda kayda deger
bir aktiviteye sahip oldugu séylenebilir.

Tablol. Carduus adpressus ekstrelerinin toplam biyoaktif madde
icerikleri.
Ekstreler

Toplam antioksidan Toplam fenolik miktary Toplam flavonoid miktari

(mg GAE g ekstre) (mg GAE g ekstre) (mg QE g* ekstre)
Hekzan 289,7+1,5° 73,85+1,2° 35,82+1,3°
Etil asetat 368,2+1,5 52,56+0,8¢ 42,431 8¢b
Etanol 377,9+0,8% 291,03£2,12 60,06+0,4%
Metanol 253,4+1,7° 16,09+1,2¢ 46,31=1,8°
Su 276,3+1,24 80,83+1,7° 8,29+1,09
Tablo 2. Carduus adpressus ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri.
Antioksidan aktivite
Ekstreler — ABTS ABTS DPPH DPPH
(mg TE g ekstre) 1Cs value (ng/ml) (MmgTE g™ ekstre) 1Cso value (ug/ml)
Hekzan 53,3109 178,14+0,7° 10,86+0,7¢ 621,25+0,5%
Etilasetat ~ 54,84+1,3° 169,37+1,3¢ 44,50+0,7° 143,40+0,8°
Etanol 78,26:1,00 98,03+0,4° 74,45+1,28 43,00+0,1¢
Metanol 38,32:0,4¢ 386,70+1,22 19,09::0,59 326,27+1,3
Su 69,10+0,7° 119,99+1,3¢ 58,86:+1,4 112,0+0,5¢
Antimikrobiyal aktivite: Ekstraktlarin

antimikrobiyal aktiviteleri, disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemleri kullanilarak belirlendi. On iki bakteri susu (6
Gram (+) 6 Gram (-)) ve bu testlerde iki maya kullanildi.
Arastirma i¢in disk bagma 200 ug ekstrakt kullanildi ve
sonuglar Tablo 3'te sunuldu. Ekstraktlar 9 ile 10 mm arasinda
degisen inhibisyon araliklart sergiledi. Su ekstresi hari¢ tiim
ekstreler, en az bir mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdi. Y. enterocolitica ATCC 27729, V.
parahaemolyticus ATCC 17802, E. coli ATCC 29998 ve E,
faecium DSMZ 13590’¢ kars1 pozitif kontrole esdeger MIK
degerleri belirlenirken; S. aureus ATCC 6538°¢ karsi ise
pozitif kontrolden daha yiiksek bir antimikrobiyal aktivite
tespit edildi. Ekstrelerin test edilen mayalardan C. albicans
DSMZ 58171°a kars1 daha etkili oldugu tespit edildi. Ozcan
(2019)’un  yapmis oldugu ¢aligmada, C. lanuginosus
bitkisinin bu organizmalara karst benzer antimikrobiyal
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aktiviteler sergiledigi bildirilmistir. Ayrica, Abdel Rahman
vd., (2011) Carduus getulus metanol ekstresinin de S.
aeruginosa, K. pneumoniae ve B. cereus’a karsi zayif
inhibisyon sergiledigini rapor etmislerdir. Tim sonuglar
birlikte ele alindiginda, ektraktarn orta diizeyde bir
antimikrobiyal etkinliginin oldugu sdylenebilir.

Tablo 3. Carduus adpressus ekstrelerinin disk difiizyon zonlari.

Disk difiizyon inhibisyon zonu (mm)

Test mikroorganizmalar Pozitif kontrol Bitki ekstreleri

CH NO NY Metanol Etanol Etilasetat Hekzan

Gram (-) bakteriler

E. coli ATCC 29998 13 15 - 9 9 9 9
K. pneumoniae ATCC 13883 18 30 10 9 10 9
P. aeruginosa ATCC 27853 16 23 - 9 9 9 9
S. typhimurium CCM 5445 18 13 - 9 9 9 9
V. parahaemolyticus ATCC 17802 11 11 - 9 9 9 9
Y. enterocolitica ATCC 27729 20 15 10 10 10 10
Gram (+) bakteriler

E. faecium DSMZ 13590 20 20 10 10 10 10
E. faecalis ATCC 29212 15 24 9 9 10 9
S. aureus ATCC 6538 15 30 9 9 10 9
MRSA ATCC 43300 15 30 9 9 9 9
E. hirae ATCC 10541 18 25 9 9 9 9
S. epidermidis ATCC 12228 17 25 10 9 10 10
Mayalar

C. albicans DSMZ 5817 15 10 10 10 10
C. albicans ATCC 10231 15 9 9 9 9

Tablo 4. Carduus adpressus ekstrelerinin MiK degerleri

Disk difiizyon inhibisyon zonu (mm)

Test mikroorganizmalar

Pozitif kontrol Bitki ekstreleri

Gram (-) bakteriler CH NO NY Metanol Etanol Etilasetat Hekzan

E. coli ATCC 29998

K. pneumoniae ATCC 13883

P. aeruginosa ATCC 27853

S. typhimurium CCM 5445

V. parahaemolyticus ATCC 17802
Y. enterocolitica ATCC 27729

16 64
32 32
16 8
16 16
64 128
32 32

64
64
64
64
64
32

64
64
64
64
64
32

64
64
64
64
64
32

Gram (+) bakteriler

E. faecium DSMZ 13590

E. faecalis ATCC 29212

S. aureus ATCC 6538
MRSA ATCC 43300

E. hirae ATCC 10541

S. epidermidis ATCC 12228

32
16
128
32 8
32
16 8

2
64
64
64
64
32

2
64
64
64
64
32

2
2
64
64
64
32

Mayalar

C. albicans DSMZ 5817
C. albicans ATCC 10231

16
16

2
64

2
64

2
64

Sonu¢ olarak bu caligma, Giimiigshane ilinde yayilig
gosteren C. adpressus bitkisinin, antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri lizerine yapilmus ilk rapor olma niteligindedir. Bitki,
bolge halki tarafindan pek c¢ok rahatsizligin giderilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde, artan saglik problemleri,
mevcut sentetik teknolojilerin yetersiz kalmasi ve bunlarin neden
oldugu istenmeyen yan etkiler nedeniyle, 6zellikle halk tibbinda
kullanilan bitkilerin aydimlatilmasi, farmasotik agidan
kullanilabilirliklerinin test edilmesi olduk¢a biiyilk bir Onem
tasimaktadir. Elde edilen deney sonuglarina gore, C. adpressus
bitkisinin farkli ektraklarinin antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikler sergiledigi ortaya konmustur. Ozellikle, etanol ekstresinin
antioksidan  aktivitesinin, sahip oldugu yiiksek biyoaktif
bilesenlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak, bu
bitkinin dogal bir antioksidan ve antimikrobiyal bir madde olarak
kullanim potansiyeli s6z konusudur. Ayrica, iddia edilen
aktivitelerin nereden kaynaklandigini anlayabilmek icin, fitokimyas1
aydmlatilmalidir. Bununla birlikte, sonuglar daha ileri in vivo
caligmalarla desteklenerek, farmasétik agidan kullanilabilirligi daha
ayrintih olarak ele alinmalidir.
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