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incelenmistir. Toplam fenolik miktar1 gallik asit esdegeri olarak spektrofotometrik
yontemle Ol¢lilmistiir. Antimikrobiyal aktivite, disk difiizyon ve mikrodiliisyon (MIC
degeri) yontemleriyle belirlenmis; antioksidan aktivite ise ABTS [(2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemleri
kullanilarak tespit edilmis ve troloks esdegeri olarak hesaplanmustir. Toplam fenolik
miktar1, en yiiksek etil asetat ekstresinde (108,9 mgGAE/g ekstre) tespit edilirken, en
yiiksek antioksidan kapasite etanol ekstresinde 15,76 pg/ml troloks esdegeri olarak
bulunmustur. Ayrica, en yiiksek antimikrobiyal aktivite etanol ekstresinde MRSA’ya
karst 4 ng/ml MIC degeri olarak tespit edilmistir.
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In this study, total phenolic content, antimicrobial and antioxidant activities of the
extracts obtained with different polarity solvents of horsetail (Equisetum arvense) plant,
which is being used by people in Giimiishane province for different medical purposes,
were investigated. Total phenolic contents were measured by spectrophotometric method
as gallic acid equivalent. Antimicrobial activity was determined by disc diffusion and
microdilution (MIC value) methods and antioxidant activity was determined by ABTS
[2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] and DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) methods and calculated as trolox equivalent. The highest
content of phenolic was detected in the ethyl acetate extract (108.9 mg GAE/g extract),
while the highest antioxidant capacity was found 15.76 pg/ml as trolox equivalent in the
ethanol extract. In addition, the highest antimicrobial activity was detected in the ethanol
extracts against to MRSA with 4 pg/ml MIC value.

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v5i13.1810-1814.1732



Acet ve Ozcan | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 5(13): 1810-1814, 2017

Giris
Bitkilerin  insanlar  tarafindan  tibbi  amaglar
dogrultusunda  kullanilmas: insanlik kadar eskiye

dayanmaktadir. Bitkiler yeni dogal tibbi {iriinlerin birincil
kaynagidir (Hostettman, 1999). Daha da onemlisi, bazi
bitkilerin dogal tirtinlerinde antienflamatuar,
antikarsinojenik ve antiaterosklerotik, antibakteriyal,
antifungal, antiviral, antimutagenik ve antialerjik
etkinlikler rapor edilmistir (Ikken ve ark., 1999; Noguchi
ve ark., 1999). Bitkilere olan bu ilgi nedeniyle bir¢ok bitki
ekstresi fitokimyasal olarak arastirilmis ve halk tibbinda
kullanim amaglar1 ile bitki ekstrelerinin igeriklerinin
karsilastirilmasi yapilmistir (Acharya ve ark., 2011).

Tiirkiye, sahip oldugu farkli cografik yapilar, ekolojik
kosullar ve bunlara bagli olarak farkli iklim tipleriyle pek
¢ok bitkinin bir arada yasayabildigi uygun bir habitata
sahiptir. Sehirali ve arkadaslarina (2005) gore iilkemiz
florasinda 10.754 adet bitki tiirii bulunmakta ve bu
bitkilerin %34,8’i endemik 6zellik sergilemesi nedeni ile
ilgi odagidir. Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin
sayisi kesin olmamakla birlikte, 500 civarinda oldugu
tahmin edilmekte; bunlarin yaklagik olarak 200 tanesinin
de tibbi ozellikleri ve baharat olarak kullanilmasi gibi
nedenlerle ekonomik agidan olduk¢a Onemli oldugu
belirtilmektedir (Baytop, 1999; Ekim ve ark., 2000;
Aydin, 2004; Okcu, 2016).

Equisetum genusu yaklagik 30 tiir iceren gozle
goriiniir ekleme boélgeleri bulunan ¢ok yillik bitkilerden
olugsmaktadir ve dogal olarak kuzey yarim kiirede yayilis
gostermektedir (Sandhu ve ark., 2010). Equisetum
arvense’de bu genusa ait Giimiishane’de dogal olarak
yayilis gosteren bir bitkidir. Bitki halk tarafindan ditiretik,
hepatoprotektif ve antimikrobiyal aktivitesi oldugu
gerekcesiyle kullanilmaktadir (Wright ve ark., 2007;
Bessa ve ark., 2012; Milovanovi¢ ve ark., 2007). Dolayis1
ile bu c¢aligmanin amaci Giimiishane halk: tarafindan
kullanilmakta olan E. arvense bitkisinin gercekte sahip
oldugu biyolojik aktivitelerini ortaya ¢ikarmaktir. Bu
sebeple bitkinin total fenolik, antimikrobiyal ve
antioksidan aktivitesi aragtirilmistir.

Materyal ve Metot

Bitkilerin Eldesi

Calisma materyali bitkiler Artabel eteklerinde yer alan
Giilacar koyii sakinlerinden temin edilmistir. Tir tayini,
Giimiishane Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii’nde olusturmus oldugumuz bitki herbaryumunda
TA 1703 kodu ile muhafaza edilerek; Prof. Dr. Ali Esmail
Al-Snafi’nin “The pharmacology of Equisetum arvense”
isimli derlemesi ve Tubives kaynaklar1 referans alinarak
Yrd. Dog. Dr. Tuba ACET tarafindan yapilmistir.
Toplanan bitkiler direkt giines 15181na maruz birakilmadan
2 hafta boyunca kurutulmus ve kurutulmus bitkiler
mekanik ogiitiicii (Fritsch P- 15, Germany) yardimiyla toz
haline getirilerek aragtirmada kullanilmustir.

Bitki Ekstrelerinin Eldesi
Bitki ekstre eldesi i¢in ogiitlilerek toz hale getirilmis
bitki parcaciklar1 kullanilmistir. Ekstraksiyon ig¢in farkli

polariteye sahip hekzan (Merck), etil asetat (Merck),
etanol (Merck) ve metanol (Merck) tercih edilmistir.
Ekstraksiyon, 200 ml solvent ile 10 g bitki materyalini
37°C, 125 rpm’de 24 saat boyunca calkalanarak
gerceklestirilmigtir. 24 saat sonra kaba filtre kullanilarak
karisim  sliziilmiis ve bitki pargaciklar1 solventten
uzaklastirilmigtir.  Vakum altinda 37°C’yi  agmayan
sicaklikta solvent evaporatér (Heidolf) yardimiyla
uzaklastirilmig ve elde edilen kuru ekstreler analizlerde
kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edilmistir. Toplamda
4 farkli ekstre elde edilmistir. Her ekstre icin 10 mg/ml
stok soliisyon, dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma Aldrich)
kullanilarak  hazirlanmig  ve analizlerde bu  stok
soliisyonlar kullanilmastir.

Toplam Fenolik Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik icerigi Folin-Ciocaltaeu
yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir (Slinkard ve ark., 1977). Yontem iizerinde
kiiciik degisiklikler yapilmigs ve 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyon sonucunda 750 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucu (Biorad) ile 6l¢iim yapilmustir. Reaksiyon, 31,25
ul ekstre soliisyonu, 125 ul folin reaktifi (1:9) ve 93,75 ul
%1 sodyum karbonat (Na2COs) eklenerek toplamda 250
pl hacimde mikroplaka kullanilarak gerceklestirilmistir.
5-150 pg/ml konsantrasyon araliginda gallik asit standart
egrisi olusturulmus ve hesaplamalar bu standart egri
referans almarak yapilmistir. Toplam fenolik miktari,
gallik asit esdegeri (mg GAE/g ekstre) olarak
hesaplanmuistir.

Antioksidan Aktivite Tayini

ABTS yontemi: Orneklerin antioksidan kapasitesi
spektrofotometrik 6l¢iim yontemi ile belirlenmistir (Re ve
ark., 1999). Yontemde kiiciik degisiklikler yapilmistir.
Kisaca, 7 mM ABTS [(2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6-stilfonik asit)] ve 2,45 mM potasyum persiilfat (K2S;0s)
kullanilarak ABTS soliisyonu (optik yogunluk (OD7sgnm):
0,7) hazirlanmis ve antioksidan aktivite tespitinde
kullanilmigtir. 80 pl ekstre soliisyonu iizerine 160 pl
ABTS soliisyonu eklenerek 6. dakikada mikroplaka
okuyucuda 750 nm dalga boyunda ol¢lim yapilmistir.
Troloks standart egrisi ¢izilmis ve sonuglar troloks
esdegeri (TAEC) olarak hesaplanmustir.

DPPH yéntemi: Orneklerin radikal siipiirme aktivitesi
(DPPH), Brand-Williams ve arkadaglari (1995) tarafindan
aciklanan yontemde kiigiik degisiklikler yapilarak
gergeklestirilmistir. Kisaca, metanol ile ¢oziilen 0,1 mM
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) kullanilarak
spektrofotometrik olarak 490 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu ile dlgiim yapilmistir. 125 pl ekstre
¢ozeltisi iizerine 125 ul DPPH eklenmis ve 45 dakika oda
sicakliginda Dbekletilerek 06l¢iim  yapilmistir. Standart
olarak troloks kullanilmig ve sonuglar troloks esdegeri
(TAEC) olarak hesaplanmigtir.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri hem disk
difiizyon hem de minimum inhibisyon konsantrasyonu
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(MIC) yontemi ile belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite
denemelerinde, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia
enterocolitica ATCC 27729, Vibrio parahaemolyticus
ATCC 17802, Klebsiella pneumonie ATCC 13883,
Candida albicans DSMZ 5817 ve Candida albicans
ATCC 10231 test organizmalar1 kullanilmstir.

Disk difiizyon yontemi i¢in Oncelikle test
organizmalarinin taze kiiltlirleri hazirlanmis ve 0,5
MacFarland skalast bulanikligina seyreltilerek ekiivyon
yardimiyla ~ Miiller-Hinton ~ agar  petri  iizerine
inokiilasyonlar1  gerceklestirilmistir. Test organizmasi
uygulanmis petri iizerine 6 mm bos disk yerlestirilmis ve
disk tizerine 20 pl ekstre sollisyonu (10 mg/ml)
emdirilmistir. Petriler 2 saat 4°C’de bekletilerek
ekstrelerin agara diflizyonu saglanmistir. Pozitif kontrol
olarak aymi konsantrasyonda kloramfenikol ve nistatin
antibiyotikleri kullanilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyon
sonrasinda diskler ¢evresinde olusan zon ¢aplar1 6l¢iilmiis
ve kaydedilmistir.

Disk difiizyon testinde antimikrobiyal aktivite zonu
gozlenen ekstrelerin  MIC degerleri mikrodiliisyon
yontemiyle saptanmistir (CLSI, 2007). Oncelikle ekstreler
96 kuyucuklu plakalara mikrodiliisyon yapilarak
dagitilmistir. Daha sonra test organizmalarin taze
kiltiirleri hazirlanip 0,5 MacFarland skalasi bulanikligina
seyreltilerek  onceden ekstrelerin  eklenmis oldugu
kuyucuklara eklenmistir. Pozitif kontrol olarak aym
konsantrasyonda kloramfenikol ve nistatin antibiyotikleri
kullanilmistir.  Mikroplakalar  37°C’de 48  saat
inkiibasyona  birakilmig ve inkiibasyon sonunda

Tablo 1 Equisetum arvense’nin ekstre verimleri

mikrobiyal biiylimenin olmadigi berrak kuyucugun
konsantrasyonu ekstrenin o test organizmaya karst MIC
degeri olarak belirlenmistir.

Istatistiksel Analizler

Tim Ol¢iimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Sonuglar SPSS (version 11.5 for Windows 2000, SPSS
Inc.) programinda, One-way ANOVA ile hesaplanmis ve
onemli farkliliklar Duncan’in ¢oklu sira testleri ile
belirlenip, P<0,05 degerleri anlamli olarak kabul
edilmistir.

Bulgular

Yapilan arastirmada, atkuyrugu bitkisinin 4 farkli
ekstresi (hekzan, etil asetat, etanol ve metanol)
incelenmistir. E. arvense ekstre verimi, Tablo 1’de
verildigi gibi metanolde %10,3, etanolde %39,8, etil
asetatta %5,8, ve hekzanda %2,6 olarak bulunmustur.
Toplam fenolik miktar1 ise Tablo 2’de goriildiigii gibi
20,1+0,3-108,9+1,05 mg GAE/g ekstre olarak tespit
edilmistir. Ekstrelere ait antioksidan kapasite Tablo 2°de
verildigi gibi ABTS metodu i¢in 0+0-15,76+0,75, DPPH
metodu igin 0+0-1,29+0,2 pg/ml troloks esdegeri olarak
bulunmustur. Disk difiizyon yontemi ile elde edilen zon
caplar1 Tablo 3’de verilmistir. Tabloya goére ekstrelere ait
inhibisyon zonlar1 9-15 mm olarak tespit edilmistir. Disk
difizyon yonteminde inhibisyon zonu gdzlenen
ekstrelerin MIC degerleri belirlenmis ve Tablo 4’de
goriildigi gibi ekstrelere ait MIC degerinin 4-64 pg/ml
arasinda oldugu tespit edilmistir.

Ekstraksiyon solventi % Verim
Hekzan 2,6
Etil asetat 58
Etanol 9,8
Metanol 10,3

Tablo 2 Ekstrelere ait toplam fenolik miktari, ABTS ve DPPH i¢in TAEC degerleri

Ekstreler Toplam fenolik miktar1 Trolox esdegerlikli ABTS Trolox esdegerlikli DPPH
(mg GAE/qg ekstre) aktivitesi (ug/ml) aktivitesi (ug/ml)

Hekzan 20,1£0,3° 0409 1,29+0,22

Etil asetat 108,9+1,05% 10,03+0,34° 0+0P

Etanol 72,4+1,08° 15,76+0,75? 0=£0P

Metanol 23,140,25° 3,28+0,28° 0+0°

a b c d: Ayni siitunda farkl harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine gore birbirinden farkhidir (P<0,05). Sonuglar 3 paralelin

ortalamast alinarak, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Tablo 3 Ekstrelere ait disk difiizyon zon ¢aplari (mm)

Ekstreler (20 pg/disk) Hekzan Etil asetat Etanol Metanol
E. faecalis, ATCC 29212 - - 14 -
MRSA, ATCC 43300 10 13 13 10
P. aeruginosa, ATCC 27853 14 11 12 9
K. pneumoniae, ATCC 13883 - - 9 -
Y. enterocolitica, ATCC 27729 13 11 10 13
V. parahaemolyticus, ATCC 17802 - - 9 -
C. albicans, ATCC 10231 - - 15 -
C. albicans, DSMZ 5817 - - 15 -
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Tablo 4 Ekstrelere ait MIC degerleri (ng/ml)

Ekstreler Hekzan Etil asetat Etanol Metanol
E. faecalis, ATCC 29212 32 - 8 -
MRSA, ATCC 43300 64 32 4 64
P. aeruginosa, ATCC 27853 32 32 32 32
K. pneumoniae, ATCC 13883 32 32 32 32
Y. enterocolitica, ATCC 27729 - - 64 -
V. parahaemolyticus, ATCC 17802 - - 64 -
C. albicans, ATCC 10231 - - 64 -
C. albicans, DSMZ 5817 - - 32 -

Tartisma ve Sonu¢

Gilimiishane Artabel bolgesinden toplanan E. arvense
bitkisine ait dort farkli ekstrenin antimikrobiyal ve
antioksidan  aktivitelerinin  aragtirilldigi  calismada,
ekstrelere ait total fenolik miktari, anlamli olarak
(P<0,05) en yiiksek etil asetat ekstresinde (108,9+1,05 mg
GAE/g) tespit edilmistir. Bu sonucu sirasi ile etanol
(72,4+1,08 mg GAE/g) metanol (23,1+0,25 mg GAE/Q)
ve hekzan (20,1£0,3 mg GAE/g) izlemistir. Uslu ve
arkadaglarinin  (2013) yapmis olduklar1 ¢aligmada, E.
arvense Dbitkisinin etanol ekstrelerinde toplam fenolik
madde miktarrm 25,39 mg GAE/g olarak tespit
etmiglerdir. Bu bakimdan yapmis oldugumuz caligmada,
etil asetat ve etanol ekstrelerinden elde edilen fenolik
madde  degerleri literatiire goére daha  yiiksek
goriilmektedir. Eksrelere ait antioksidan aktivite ABTS
yontemi ile en yiiksek etanol ekstresinde 15,76+0,75
pg/ml troloks esdegeri (P<0,05) olarak tespit edilirken
DPPH yontemi ile hekzan ekstresinde 1,29+0,2 pg/ml
troloks esdegeri (P<0,05) olarak tespit edilmistir (Tablo
2). Oh ve arkadaglar1 (2004), Kore’den topladiklar1 E.
arvense bitkisinin toprak isti kisimlart ile yapmus
olduklar1 c¢alismada, bu bitkinin yiiksek antioksidan
ozellikleri nedeniyle, etnofarmakolojik olarak hepatit
hastaligmin  tedavisinde  kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir.

Bitki ekstrelerinin gdstermis olduklar1 en yiiksek
antimikrobiyal aktivite, 15 mm inhibisyon zonu ile C.
albicans mayalarina kars1 goriilmistiir. Ayrica etanol
ekstresinin tiim test organizmalarina karst aktivite
gosterdigi saptanmuistir. MRSA, P. aeruginosa ve Y.
enterocolitica organizmalarina kars1 ise tiim ekstrelerin
etkili antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Tablo 3). Geetha ve arkadaslar1 (2011), Hindistan’dan
topladiklar1 E. arvense bitkilerinin etanol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon metoduyla
arastirmis ve disk bagmma 1000 pg ekstre emdirerek,
inhibisyon zonlarin1 6l¢miislerdir. Elde ettikleri sonuglara
gore ekstreler P. aeruginosa’ya karsi 11 mm, K.
pneumoniae ve E. faecalis’e kargi 18 mm, S. aureus’a
karst 14 mm zon caplariyla antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Bizim ¢aligmamizda ise disk basina 200 pg
ekstre emdirilerek, inhibisyon zonlar1 Ol¢iilmiis ve P.
aeruginosa’ya karst 12 mm; K. pneumoniae’ya karst 9
mm; E. faecalis’e karst 14 mm; MRSA’ya kars1 ise 13
mm zon ¢aplari 6l¢iilmiistiir. Bu degerler kiyaslandiginda,
Giimiishane bolgesinden toplanan E. arvense bitkilerinin
etanol ekstrelerinde antimikrobiyal aktivitelerin literatiire
oranla ¢ok daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ekstrelerinin  test organizmalarina karsi etkinlik
gosterdigi MIC degerleri mikrodiliisyon yontemiyle

belirlenmistir. En etkili ekstre, 4 pg/ml MIC degeriyle
MRSA’ya etki gosteren etanol ekstresi bulunmustur.
MRSA bilindigi iizere ciddi sorunlara neden olan
metisilin direngli hastane patojenidir ve bu organizmaya
kars1 tespit edilmis olan diisiik MIC degeri ekstrenin
antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyeli
barindirdigin1  gostermektedir. Yine etanol ekstresi 8
pg/ml MIC degeri ile E. faecalis’e karsi aktivite
gostermistir (Tablo 4). Benzer sekilde, yapilan bazi
calismalarda farkli bolgelerden toplanan E. arvense
bitkilerinin genis spektrumlu olarak antibakteriyal ve
antifungal 6zellikleri oldugu rapor edilmistir (Sandhu ve
ark., 2010; Aldaas, 2011). Ornegin, Uslu ve arkadaslari
(2013), Izmir’den temin ettikleri bitkilerin, etanol
ekstrelerinde S. epidermidis ve E. coli bakterilerine karsi
antimikrobiyal aktivite tespit etmislerdir. Diger taraftan,
bu c¢alismada C. albicans’a karsi herhangi bir etki
gbzlenmezken; bizim calismamizda, etanol ekstreleri 15
mm zon ¢ap1 ve 64 pg/ml MIC degeri ile C. albicans’a
kars1 giiclii bir antifungal aktivite sergilemistir.

Sonug olarak, insanlik var oldugundan bu yana bitkiler
hayatm her alaninda kullanilmistir. Ozellikle giiniimiizde
hastaliklarin artis1 ve tedavi yontemlerinde kullanilan
kimyasallarin agir yan etkileri yiiziinden bitkilere olan ilgi
giderek artnustir. Ulkemiz olaganiisti  bir  bitki
cesitliligine sahip oldugu icin dogal bitkilerimiz tibbi bitki
ihtiyacimiz1 fazlasiyla karsilayabilecek potansiyeldedir.
Polat ve arkadaslar1 (2012) tarafindan da belirtildigi gibi
Tirkiye’de ¢ok fazla ortaya ¢ikarilmamis olan
etnobotanik veriler, daha ziyade calisilmamis alanlara
oncelik verilerek yapilacak yeni ¢alismalar ile kayit altina
almmali, topluma ve gelecek kusaklara aktarilmalidir.
Boylece hem dogal bitkilerin kullanimi artacak hem de
bolgeyi de kalkindirabilecek is sahalar1 kurulabilecektir.
Bu c¢alisma ile Giimiishane ilinde kullanilmakta olan E.
arvense bitkisinin etkin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda bitki ekstrelerinin gida takviyesi
veya yeni bir antimikrobiyal ajan olarak kullaniima
potansiyeli barmdirdigi diisliniilmektedir. Ayrica bitki
etken bilesiklerinin saflastirilip tanilarinin yapilmas ileri
calismalara yon verecektir.
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