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OZET

Bu calismada Tiirkiye'nin 7 farkli lIokalitesinden toplanan Achillea setacea cigeklerinden
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarim GC ve GC/MS analizleri sonucu ana bilesenleri saptanmis,
bu ucucu yaglarin invitro antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Edirne, Tekirdag, Nigde, Kirsehir,
Kirklareli ve Burdur'dan toplanmis olan A.setacea ucucu yaglarinin ana bileseni 1,8-sineol (sirasiyla,
%35.4-48.5-34.3-36.7-38.2-42.3) olarak saptanirken, Sivas'tan toplanmis olan A.setacea ugucu yaginin
kamazulen icerdigi ve ana bileseninin kafur (%30.2) oldugu belirlenmistir. Ugucu yaglarin invitro
antimikrobiyal aktivite incelemesi 3 gram-pozitif, 5 gram-negatif bakteri ve Candida albicans icin
mikrodiliisyon metodu ile yapiumistir. Ucucu yaglarin %5'lik konsantrasyonda Proteus vulgaris,
Salmonella thphimurium ve Candida albicans'a karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar

saptanmigstir.

Anahtar Kelimeler: Achillea setacea, Asteraceae, ucucu yag, 1,8-sineol, kamazulen, antimikrobiyal

aktivite

ABSTRACT

Main components of the essential oiis obtained by hydrodistillation from Achillea setacea
collected from seven different localities of Turkey were determined by GC and GC/MS analyses and
invitro antimicrobial activities of these essential oils were investigated in this study. Majér component of
A. setacea collected from Edirne, Tekirdag, Nigde, Kirsehir, Kirklareli and Burdur was determined as
1,8-cineole (35.4-48.5-34.3-36.7-38.2-42.3%, respectively). A.setacea collected from Sivas consists
chamazulene and the major component was found to be camphor (30.2%). Ali of the essential oils were
tested far in vitro antimicrobial activity for 3 gram-positive, 5 gram-negative bacteria and Candida
albicans fungus with microdilution method. The essential oils showed antimicrobial activity against

Proteus vulgaris, Salmonella thyphimurium and Candida albicans with concentration of 5%.

Keyyvords: Achillea setacea, Asteraceae essential oil, 1,8-cineole, chamazulene, antimicrobial activity
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GIRIS

Achillea L. (Asteraceae), Tirkiye Florasi'nda, 22'si endemik olmak tizere 42 taksonla
temsil edilir (1,2). Bu cinse ait taksonlar ucucu yag tagimalarinin yanisira alkaloid, flavonoid ve
seskiterpenlaktonlar da icermektedir (3). Yapilan cesitli arastirmalarla bu tiirlerin spazmolitik,
analjezik, antienflamatuvar, antipiretik, kolagog ve hemostatik etkilere sahip oldugu
saptanmistir (4). Bu nedenle o6zellikle Avrupa'da bazi farmasotik preparatlarin ve tibbi c¢ay
karisimlarinin bilesimine girmektedirler (5). Achillea setacea Waldst.&Kit., genellikle tarla ve
yol kenarlarinda yayilis gostermekte, ipeksi sik tiiylere sahip olusu ve setali yaprak sekliyle
ayirdedilmektedir. Halk arasinda "ayvadana", "ayvadani”, "mayasilotu" olarak taninan
A.setacea’min  kurutulmus cicekleri dahilen infuzyon seklinde hazirlanarak mayasilda, ishal
kesici ve yara iyi edici olarak ayrica karin agrisina karsi kullanilmaktadir (6-8). Achillea gibi
yiiksek biyocesitlilige sahip olan cinslerin tayininde morfolojik 6zelliklerin yanisira ugucu yag
bilesenleri de ilave kriterler olarak kullanilmaktadirlar. Bu taksonun halk arasindaki

kullanimlarinin dogrulanabilmesi icin biyoaktivite ¢aligmalarinin yapilmast gerekmektedir.

Bu calismada, 7 farkli yerden toplanan A. sefaceanin Kurutulmus ciceklerinden elde
edilen ugucu yaglarin GC ve GC/MS analizleri sonucu ana bilesenlerinin saptanmasi, bu ugucu
yaglarin invitro antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi amaclanmaistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Arastirma materyali olan A.setacea, asagidaki lokal itelerden toplanarak iZEF (Izmir Ege

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi) Herbaryumu'na kaydedilmistir:
1. Al Edirne, Babaeski- Pehlivankdy yol k., 60m., 21.6.2001 (IZEF5487)
2. Al Tekirdag, Karacakilavuz -Murath yol k., 150m., 19.6.2001 (IZEF5475)
3. BS Nigde, Altunhisar, Ciftlik yolu, Melediz Dag1, 1700m., 11.7.2001 (IZEF5496)
4. B5 Kirsehir-Mucur, Seyfe Golii yol k., 1000m, 8.7.2001 (IZEF5499)
5. B6 Sivas-Tokat il sinir1, Camlibel gegidi, 1650 m., 15.7.2001 (IZEF5504)
6. Al Kirklareli, Saray-Kiyikdy arasi, dere yatagi, 210m., 19.6.2001 (IZEF5476)

7. C2 Burdur, Elmaliyurt, Kiigiikkuyu mevkii, 1675m, 7.7.2000 (IZEF5507)
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Ucucuyag eldesi ve GC-MS analizi

Golge ve havadar bir yerde kurutulmus bitkilerin ¢icekleri, Clevenger-tip apareyde, 3 saat
su distilasyonuna tabi tutulmustur. Elde edilen ugucu yaglarin GC analizlerinde FID dedektor
donanimli Hewlett Packard 6890 gaz kromatografi cihazi, GC/MS analizlerinde ise, Hewlett
Packard 6890 gaz kromatografi cihazi ile kombine HP 5973 MS dedektorii kullanilmuistir.
Analizlerde HP-1 Kkapiller kolon (25m x 200 \um i.d., film kalinligi 0.33 Jum) kullanilmis (HP
1909iZ-102), sicaklik 50°C'den 300°C'ye dakikada 10°C artacak sekilde programlanmustir.
Tastyic1 gaz olarak 2ml/dak akis hizinda helyum kullanilmistir. Otoenjektor (Agilent 6890) 1sist
150°C, dedektor isis1 ise 250°C'dir. Diliisyon solvani hekzan (1:30), enjeksiyon hacmi ise
lul'dir.Ucucu yag ornekleri 3'er kez analiz edilmis, bilesiklerin relatif miktarlarinin

ortalamalart alinmustir.

GC/MS analizleri yapilan ugucu yaglarin bilesenlerinin kiitle spektrumlari, Wiley 275 L.
kitiiphanesindeki ve standart ucucu yag bilesikleri ile olusturulmus ARGEFAR ugucu yag
kitiiphanesindeki verilerle bilgisayar taramasi yapilarak karsilastirilmistir. Alifatik hidrokarbon
karigimlarmin (C,-C,,) hekzandaki ¢6zeltisinin (Sigma R8769) ve ugucu yaglarin GC analizleri
yapilmis, saptanan bilesiklerin tutulma zamanlar1 (RT) ve ugucu yag bilesiklerinin RT degeri ile

karsilastirilarak, indeksleri hesaplanmustir (9).

Elde. edilen ucgucu yaglarin invitro antibakteriyal ve antifungal aktivite incelemesi, 3
gram-pozitif bakteri (Staphylococcus aureus ATCC 6538/P, Staphylococcus epidermidir ATCC
12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212), 5 gram-negatif bakteri {Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Escherichia coli ATCC 29998 Proteus
vulgaris ATCC 6897, Salmonella thypimurium CMM 5445) ve bir mantar (Candida albicans
ATTC 10239) kullanilarak Broth diliisyon yontemlerinden mikrodiliisyon metodu ile yapilmistir
(10).

Bu yontemde 150)0.1 lik U tabanli mikroplateler kullanimistir. 24 saatlik bakteri
kiiltiirlerinden (bakteri inokulumu her ¢ukurda 5x10° cfu/ml olacak sekilde) isaretlenmis
¢ukurlara 50u,l ilave edilmistir. Her ¢ukura, ortamdaki konsantrasyonlari %5 olacak sekilde
ugucu yag eklenmistir. Mikroplate'in lizeri kapatilarak 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir
(valnizca E. cloacea icin 27°C'de). Besiyeri olarak bakteriler icin Triptik Soy Broth ve Triptik
Soy Agar, C.albicans icin Saboroud Dekstroz Broth kullanilmistir. 24 saat sonra testin kontrolii
icin her kuyucuktan Triptik Soy Agar ve C.albicans icin de Saboroud Dekstroz Agar'a spot
ekim yapilmistir. Petriler 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir (yalnizca E. cloacea igcin 27°C'de).
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24 saat sonra uUreme olmasi veya olmamasina gore sonuglar degerlendirilmistir. Karsilastirma
amaciyla bakteriler i¢in sulbactam/ampisilin ve amoksisilin, Candida albicans i¢in ketokanazol,

standart antibiyotikler olarak kullanilmis, her deneme 3 tekrar olarak yapilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Tirkiye'de yetisen ve 7 farkli yerden toplanan A.setacea’min, kurutulmus c¢iceklerinden

hidrodistilasyonla elde edilen mavi renkli ugcucu yag miktarlarinin %0.15-0.50 arasinda degistigi

saptanmuistir.

Bu ucucu yaglarin GC ve GC/MS analizleri sonucunda ana bilesen 1,8-sineol olmakla
beraber, Sivas'tan toplanan A.sefacea ugucu yagmin ana bileseninin kafur (%30.2) oldugu

saptanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli yerlerden toplanmig olan A.setacea ucucu yagiin ana bilesenleri ve relatif

miktarlar (%)

Bilesik RI 1 2 3 4 5 6 7
a-tuyen 927 + + 04 + + 0.1 0.5
Q-pinen 937 0.4 + 0.4 0.8 + 0.9 2.3
kamfen 951 0.5 0.7 0.8 0.8 14 16 2.3
sabinen 973 - 0.6 1.8 1.3 - 0.5 -
B3--pinen 978 - 0.5 0.5 0.6 - 0.6 1.0
mirsen 991 - - - - 296 - -
yomogi alkol* 996 11.0 - - - - - 5.1
ou-terpinen 1016 - - 0.6 0.5 - 0.4 0.6
orto-simen* 1019 12 1.5 19 0.8 - 2.3 12
1,8-sineol 1035 354 48.5 34.3 36.7 127 382 423
Y-terpinen 1058 - 0.6 1.1 1.0 - 0.5 1.0
artemisya alkol 1082 7.4 - - - - - 1.7
terpinolen 1094 - - - - - - 10
O:-tuyon 1103 3.1 - - - - 7.2 -
B-tuyon 1113 1.6 - - - - 0.8 -
krizantenon 1123 12 0.7 - - - 2.8 -
terpinen-1 -ol* 1133 - - - - - 0.3 -
kafur 1142 5.2 8.3 7.4 162 30.2 115 15.6
kamfen hidrat* 1148 - - 0.4 4.6 - - -
sis-krizantenol 1159 - - - 0.7 - - -

trans-f§-terpineol* 1163 - - - 3.9 - - i
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borneol 1169 11.7 4.6 1.8 2.5 - 9.2 1.5
terpinen-4-ol 1179 14 2.3 39 4.0 1.7 1.6 3.0
a-terpineol 1190 1.8 3.5 4.5 9.7 2.1 1.8 2.7
fragranol 1216 - 17.2 0.4 1.2 - 2.4 -
piperiton 1251 4.5 - - - - 3.1 11.4
linalol asetat 1278 - - - - 2.2 - -
bornil asetat* 1287 5.0 2.8 - - 6.7 1.5 0.4
(E)-yasmon 1390 - - - - - 0.3 -
(E)-B -famesen 1455 - - - - 12 - -
a-selinen 1496 - 0.9 - - 12 - -
spatulenol 1599 - 1.0 - - 1.8 - -
karyofillen oksit' 1608 16 3.5 1.7 2.5 11.6 14 0.7
B-odesmol 1677 - - 2.8 19 - - -
oi-bisabolonoksit-A 1682 - - 10.3 2.3 - -
epi-0.--bisabolol 1699 - - - - 7.6 - -
karyofillen asetat™® 1704 - - 23.4 7.2 - - -
kamazulen 1761 - - - - + - -

[A.setacea (Edirne,iZEF5487), [A.setacea (Tekirdag,iZEF5475), 3A.setacea (Nigde,IZEF5496),
LA.setacea (Kirsehir,IZEF5499), 5A.setacea (Sivas,IZEF5504), LA.setacea (Kirklareli,IZEF5476),
[A.setacea (Burdur,IZEF5507), RI:HP-1 kolondaki tutulma indisleri, + eser miktarda, 'GC/MS
verilerine gore, *RI degerine gére tanimlama yapilmustir.

Taze ve kuru A.setacea bitkisi Orneklerinde hasat zamanina gore degisen miktarlarda
ucucu yag elde edilebildigi ve kamazulen iceriginin ¢iceklenme doneminde maksimuma ulastigi
belirlenmistir (11). Proazulenlerin sicaklik etkisiyle azulenlere doniistiigii ve agik mavi renkli
ucucu yaglarda kamazulen miktarinin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir (4,12). Bu taksonlara ait
ucgucu yaglarin GC ve GC/MS metodlan ile analiz edilmeleri sonucu kamazulen bilesiginin,
sadece koyu mavi renkli A.setacea (IZEF5504) ucucu yaginda eser miktarda bulundugu
saptanmistir. 7 farkli yerden toplanmis olan Orneklerden elde edilen bu ucucu yaglar, yiiksek
miktarda 1,8-sineol ve kamfor igerikleri ile dikkat cekmektedir. Ankara-Cerkes arasi yol
kenarindan toplanmis olan A.sefacea ugucu yaginda ¢ok daha diisiik oranda (%7.8) 1,8-sineol
bulundugu rapor edilmistir. (13). Bir baska calismada ise Sivas yakinlarindan toplandig:
belirtilen A.sefacea ugucu yaginin analizinde ana bilesenin Okaliptol (1,8-sineol) oldugu
belirtilmekte (%18.5) fakat mavi renkli ugucu yagin kamazulen iceriginden s6z edilmemektedir

(14).
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Bitkilerin icermis oldugu ucucu yag miktarlari, iklim, toprak cinsi, bitkinin gelisim
doénemi, toplama zamani ve distilasyon metodlarina gore farkliklar gostermektedir (15). Aym
sekilde bilesimleri ve icerdigi bilesiklerin oranlar1 da, genetik ve cevresel faktorlere, ayrica
analizlerde kullanilan metoda gore degismektedir (16). Bircok bilesikten olusan ve karmasik bir
yaptya sahip olan ucucu yaglarin, cesitli analiz yOntemleri ile saptanan bilesimlerinin
degiskenligi, 6zellikle Achillea gibi yiiksek biyocesitlilige sahip olan taksonlarda daha da 6n
plana cikmaktadir. Turkiye'deki farkli yerlerde yetisen A.setacea ugucu yaginin analizleri ile

elde ettigimiz sonuclarda goze ¢arpan cesitlilik, bu durumu bir kez daha ortaya koymaktadir.

Farkli lokalitelerden toplanmis olan A.sefacea’va. ait ugucu yaglarin %5'lik
konsantrasyonda Proteus vulgaris, Salmonella thyphimurium ve Candida albicans'a karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 saptanmig, gram-pozitif mikroorganizmalara karsi ise

bir etki saptanamamustir. (Tablo 2).

Tablo 2. A. setacea ucucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi

Ucucu yag n o 1 2 3 4 5 6 7

Staphylococcus aureus 6538/P - - - - - _
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - - - - - -
Escherichia coli ATCC 29998 - - - - - -
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 - - - - - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - - - -
Enterobacter cloacae ATCC 13047 - - - - - -

Proteus vulgaris ATCC6897 + + + - - +
Salmonella thyphimurium CMM 5445 + + + + - +
Candida albicans ATCC 10239 + + + + + + +

[A.setacea (Edirne,1ZEF5487), [A.setacea (Tekirdag,IZEF5475), [A.setacea
(Nigde,IZEF5496), IA.setacea (Kirsehir,IZEF5499), S5A.setacea (Sivas, 1ZEF5504),
6.A.setacea (Kirklareli, IZEF5476), 7.A.setacea (Burdur, IZEF5507), - : etki yok, iireme var, +

. etki var, lireme yok
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Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda kultiir ortami, test teknigi, kullanilan bitkinin
kurutulmus veya taze olusu, testte kullanilan ugucu yag miktari, bu ugucu yagin elde edilis
metodu ile siiresi, aktivite Uzerinde degisikliklere neden olan faktorlerdir. A.seraceae ve
A.teretifolia ile yapilan bir calisjmada da farkli mikroorganizmalar ile ucucu yaglarin disk
diflizyon ve MIC degerlendirmesi sonucunda ¢alismamizi destekler sonuglara rastlanmistir (14).
Ucucu yaglarin antibakteriyel aktivitesinin, ugucu yag bilesimindeki yiiksek 1,8-sineol varligi
ile, ucucu yag bilesiminde yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip olan borneol ve linalol gibi
minor bilesiklerin bulunmasi ile ya da tiim bilesiklerin sinerjik bir etkisi ile iliskili olabilecegi
belirtilmektedir (14,15). A.setacea ugucu yaginin yiiksek miktarda 1,8-sineol ve kafur igerdigi
saptanmistir. Sonuc olarak saptanan antibakteriyal ve antifungal aktiviteler, bu bitkilerin bazi

enfeksiyonlara karsi geleneksel kullanimini destekler niteliktedir.
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