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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi
Pistacia terebinthus GALININ BAZI BiYOLOJIK AKTiVITELERININ
BELIiRLENMESI
Mesude ALGAN

Batman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Nesrin HASIMI
2019, 62 Sayfa
Jiiri
Doc. Dr. Nesrin HASIMI

Dr. Ogr. Uyesi Nurullah AKCAN
Dr. Ogr. Uyesi 1. Seleuk KURU

Pistacia terebinthus {izerinde olusumu Slavum aff. mordvilkoi afiti tarafindan indiiklenen galden

hazirlanan petrol eteri, aseton, metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemiyle, toplam fenolik miktarlar1 gallik asite, toplam flavonoit igerik kersetine esdeger olarak;

antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS ve CUPRAC yontemleri kullanilarak belirlendi.

Tim ekstreler farkli diizeylerde antimikrobiyal aktivite sergilemistir. En yiiksek inhibisyon zon

(14 mm) aseton ekstresi tarafindan S. aureus’a karsi, en diisiik MIK degeri (50 pg/ml) aseton ekstresi
tarafindan C. albicans’a kars1 ve en diisik MBK degeri (500 pg/ml) ise yine aseton ekstresi tarafindan S.
aureus ve S. pyogenes’e karsi kaydedilmistir. Toplam fenolik madde miktari agisindan en zengin
ekstrenin aseton ekstresi oldugu (204.28 pgGAs/mg ekstre), toplam flavonoit icerik agisindan en zengin
ekstrenin ise etanol ekstresi (21.21 ugQEs/mg ekstre) oldugu belirlendi. Antioksidan aktivite agisindan
petrol eteri ekstresi aktivite gostermezken diger ekstreler pozitif kontrollere yakin/yiiksek aktivite

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Gal, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, Pistacia terebinthus



ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
Pistacia terebinthus GALL

Mesude ALGAN
THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
BATMAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE OF BIOLOGY
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nesrin HASIMI
2019, 62 Pages
Jury
Assoc. Prof. Dr. Nesrin HASIMI

Asst. Prof. Dr. Nurullah AKCAN
Asst. Prof.Dr. 1. Selcquk KURU

The antimicrobial activity of petroleum ether, acetone, ethanol and water extracts of Pistacia

terebinthus gall induced by Slavum aff. mordvilkoi was determined by disc diffusion method. The total
phenolic amounts and total flavonoid content were determined as gallic acid and quercetin equivalent,

respectively. The antioxidant activities were determined by DPPH, ABTS and CUPRAC methods.

All the extracts exhibited antimicrobial activity in different degrees. The highest inhibition zone (14 mm)
was recorded by acetone extract against S. aureus, the lowest MIC value (50 pg/ml) was recorded by
acetone extract against C. albicans and the lowest MBC value (500 pg/ml) was also recorded by acetone
extract against S. aureus and S. pyogenes. In terms of total phenolic content, the richest extract was the
acetone extract (204.28 ngGAs/mg extract), while the richest extract in terms of total flavonoid content
was ethanol extract (21.21 ugQEs/mg extract). While the petroleum ether extract showed no antioxidant

activity, other extracts showed near/high activity to positive controls.

Key Words: Gall, antimicrobial activity, antioxidant activity, Pistacia terebinthus
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1. GIRIS

Bitkisel tedavi yontemleri eski ¢aglardan beri diinyada ve tilkemizde halk arasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin tedavi edici etkilerinin hangi maddelerden
kaynaklandigin1 belirlemek {izerine yapilan arastirmalar biyiik bir hizla devam
etmektedir. Tedavi amaciyla kullanilan bir¢ok bitkinin igerdigi sekonder metabolitlerin
saflagtirilarak ~ yapilarinin ~ aydinlatilmasi, bunlarin  farmakolojik ve biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi neticesinde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal
kaynakli ilag etkeni maddeleri bulunmustur. Sentetik ilag etken maddelerine oranla daha
az yan etkiye sahip olan dogal kaynakli maddeler daha fazla tercih edilmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak bilinen O,-"(siiper oksit), H,O, (hidrojen
peroksit) ve OH (hidroksil) aerobik kosullar altinda in vivo olarak siirekli tretilir.
Okaryotik hiicrelerde mitokondriyal solunum zinciri, mikrozomal sitokrom P450
enzimleri, flavoprotein oksidazlar ve peroksizomal yag asidi metabolizmast ROS'un en
onemli hiicre i¢i kaynaklaridir (Castro ve Freeman, 2001; Lachance ve ark., 2001).
Oksidatif stres, ateroskleroz ve ilgili vaskiiler hastaliklar, mutajenez ve kanser,
norodejenerasyon, immiinolojik bozukluklar ve yaslanma siireci gibi bazi kronik insan
hastaliklarinda 6nemli bir faktordiir (Castro ve Freeman, 2001; Lachance ve ark., 2001).
Kronik hastaliklarin (kanser, kalp-damar hastaliklari, Alzheimer, vb.) fazlalagsmasi insan
Omriiniin uzamasiyla birlikte giinlimiizde antioksidanlara olan ilgiyi arttirmistir. Bunun
nedeni, antioksidan bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesinin ve/veya dogal
antioksidanlarin beslenme takviyesinde kullanilmalarinin hiicresel yaslanmay1 ve bir¢cok
kronik hastalig1 engellediginin ve geciktirdiginin bilimsel olarak kanitlanmig olmasidir.

Sentetik antioksidanlarin, lipit oksidasyon inhibitdrleri olarak kullanilmasi gida
endiistrisinde iyi bilinmektedir. 1987°de biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve
biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi yaygin olarak kullanilan yapay antioksidanlarin
cok etkili oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, sentetik antioksidanlarin
kararsizliklar1 ve kanserojen promotorleri olarak siipheli etkilerinden dolayr gida
tiriinlerindeki kullanimlar1 diismektedir (Namiki, 1990; Pokorny, 1991). Bu nedenle,
dogal katki maddelerinin potansiyel antioksidanlar olarak incelenmesine ilgi
artmaktadir. Bir¢ok tibbi bitki ve baharatin antioksidan 6zelliklerinin, yaglar ve yagl
yiyeceklerde lipit peroksidasyon siirecinin geciktirilmesinde etkili oldugu ve bircok

aragtirma grubunun ilgisini ¢ektigi bildirilmektedir. Son 20 yilda c¢esitli aromatik



bitkilerin antioksidan aktiviteleri ilizerine bir takim ¢alismalar bildirilmistir (Brraco ve
ark., 1981; Herrmann ve ark., 1981; Kramer, 1985; Lagouri ve ark., 1993).

Uzun zaman Once atalarimiz hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bitkilerden ve diger
organizmalardan faydalaniyordu. Bu, bitkilerde bulunan ve farmasotik endiistrisi
tarafindan yeni ilag gelistirilmesinde kullanilabilecek olan farmakolojik olarak aktif
bilesenlerin varligi nedeniyledir. Bakteriyel enfeksiyonlar giiniimiizde diinya ¢apinda
ciddi bir saglik sorunudur. Enfeksiyon tedavisinde kullanilan ¢ok sayida etkili
antibiyotik vardir. Ancak, bakteriyel direng gelisimi, bu ilaglar1 daha az etkili hale
getirmistir ve ¢oklu direng problemini ortaya ¢ikarmistir. Bu durum, yeni antibakteriyel
maddelerin tasarimi, kesfi ve gelistirilmesine duyulan ihtiyaci hakli ¢ikarmaktadir.
(Koehn ve Carter, 2005).

Pistacia terebinthus L. (Anacardiaceae), Akdeniz Bolgesi’nde ve Asya'da pek ¢cok
biyolojik aktiviteye sahip olan yaygin bigimde bulunan 20 Pistacia tiiriinden biridir.
Pistacia tiirleri, Ozellikle flavonoitler ve diger fenolik bilesenler nedeniyle
antimikrobiyal, antienflamatuar ve sitotoksik aktivitelerin yani sira antioksidan
potansiyelleri nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Tiirkiye'de P. terebinthus
ssp. terebinthus (menengic olarak bilinir) yanik tedavisinde kullanilir. Yerel olarak
menengi¢ sakizi olarak bilinen P. terebinthus ssp. dallarindan toplanan regine
(terebinthus = Terebenthina chia, T. cypria), bronsitlerde ve diger solunum ve idrar
sistemi hastaliklarinda antiseptik olarak kullanilir, ayrica anti-enflamatuar ve antipiretik
ozelliklere de sahiptir (Baytop, 1984). Meyveleri kahve olarak tiiketilir, meyvelerinden
elde edilen yag, yemeklik yag olarak kullanilir (Baytop, 1984; Tanker ve Tanker, 1998).

Buradan yola ¢ikarak bu tez ¢aligmasinda Pistacia terebinthus tizerinde olusumu
Slavum aff. mordvilkoi afidi tarafindan indiiklenen galin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitesini belirlemeyi amagladik. Literatiire baktigimizda ¢alismamiza konu olan gal
ile 1lgili hicbir c¢alismaya rastlanmamis olmasi c¢alismamizin 06zgiin degerini

arttirmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Botanik Bilgiler

Pistacia tiirleri Anacardiaceae familyasina ait olup, yaygin olarak terebentin
agaci olarak bilinen ¢ok yillik ¢igekli bitkilerdir. Pistacia terbinthus L. iki evcikli, cok
yillik ¢ali veya kii¢lik aga¢ goriiniimiinde olup 5 ila 10 m yiikseklige kadar ulasabilir.
Kuru yerlerde, acik ormanlarda ve kayaliklarda, genellikle kalkerli yamaglarda yetisen
Akdeniz Ulkeleri ve Kanarya Adalari’na 6zgii bir bitkidir (Tutin ve ark., 1968). Kuzey
Afrika, Arap Yarimadasi ve Bati Asya’da da yetistigi belgelenmistir (Pulaj ve ark.,
2016). Tirkiye’nin ise bati ve giliney bolgelerinde kuru kaya yamaglarda ve ¢am
ormanlarinda yetismektedir (Ozcan ve ark., 2009).

Pistacia terbinthus recine, ugucu yaglar, proteinler, organik asitler, sekerler,
flavonoitler ve tanenler dahil olmak iizere zengin bir kimyasal yapiya sahiptir (Asllani,
2002; Alvarez ve ark., 2009; Durmaz ve Goekmen, 2011). Bitki yapraklarinin, gal
olusumunu indiikleyen yaprak bitleri tarafindan saldiriya ugramasi sonucu yapraklarda
gal olusmaktadir (Alvarez ve ark., 2009). Galler %60 re¢ine, %36 tanenler ve %4 ugucu
yag igerigine sahiptirler (Asllani, 1988). Pistacia terebinthus, terebentin kaynagi olarak
bilinir ve aym1 zamanda bir¢ok iilkede geleneksel bir ilag olarak kullanilir. Ornegin
[ran’da bitkinin yanmasi sonucu olusan duman dezenfektan ve hava temizleyici olarak
(Mohagheghzadeh ve ark., 2010), yapraklart yanik tedavisinde, dal reginesi ise bronsit
ve diger solunum yolu hastaliklar1 ile {irolojik rahatsizliklarda antiseptik,
antienflenflamatuar ve antipiretik olarak kullanilmaktadir (Topcu ve ark., 2007). Olgun
meyveler; Uriner sistem iltihabinda ditiretik olarak, mide agrisi (Cakilcioglu ve
Turkoglu, 2010), ilser (Polat ve ark., 2013), prostat sorunlari, bas agris1 gibi
durumlarda kullanilmaktadir (Agelet ve Valles, 2003). Bu tiiriin biyoherbisit (Ismail ve
ark., 2012) ve antifungal (Potocnik ve ark., 2010) gibi baska bir¢ok kullanimi vardir.
Tiirkiye’de Pistacia terebinthus meyveleri yaygin olarak siitle hazirlanan ve menengic
kahvesi olarak bilinen kahve seklinde tiiketilmektedir (Baytop, 1984). Diger bir tiir olan
P. khinjuk meyvelerinden elde edilen yaglar sabun yapiminda oldugu kadar yemeklik
yag olarak da kullanilmaktadir (Agelet ve Valles, 2003).



Cizelge 2.1. Cesitli Pistacia tiirlerinin etnobotanik kullanimi (Rauf ve ark., 2017)

. terebinthus

. lentiscus

. palaestina

. weinmannifolia

. eurycarpa

Yaprak

Yaprak ve kabuk

Yaprak, gal

Yaprak ve kabuk

Yaprak, kabuk ve
kok

Tiir Kullanilan Kullanim alam
kisimlar
Hepatit, karaciger rahatsizligi, antienflamatuar,
. . N antidiyabetik, kan temizleyici, gastrointestinal

- Integerrima Gal, kabuk, kok rahatsizliklar, balgam sokiicii, sarilik, mide agrilari, ates
ve diyare

lentiscus Yaprak ve kabuk Oksiiriik, farenjit, egzema, mide agrisi, bobrek tasi ve
sarilik

. khinjuk Yaprak Hepatit ve karaciger rahatsizliklar
Abdominal rahatsizliklar, abse, adet diizenleyici,
morarmalar, gdgiis rahatsizliklari, kan dolasimi,

.vera Tohum ve meyve

dizanteri, jinekopati, kasinti, romatizma, karaciger
sikloresizi, yara ve travma

Yenilebilir meyve, diliretik ve tiriner enflamasyonlar

Oksiiriik, farenjit, egzema, mide agrisi, bbrek tas1 ve
sarilik

Antiproliferatif

Dizanteri, bagirsak iltihabi, grip, travmatik kanamalar,
bas agris1 ve akciger kanseri

Deri enfeksiyonlar1 ve duodenal iilser




2.1.1. Pistacia tiirlerinin antioksidatif etkisi

Fenolik madde acisindan zenginlik direkt olarak yiiksek antioksidan etki ile
iligkilidir. Bu bakimdan Pistacia tiirlerinin antioksidan potansiyelini arastiran bir¢ok
calisma yapilmistir. DPPH radikal siipiiriicii, ABTS ™ radikal siipiiriicii, nitrik oksit
stipliriicii ve B-karoten agartici aktivite tayin yontemleri bu amag i¢in kullanilmistir.

Pistacia integerrima etilasetat eksterisinin hiper-iirisemik farelerde doza bagh
tirik asit diisiirticii etkisinin oldugu bildirilmistir. Kersetin, kamferol, rutin, apigenin vb.
bilesenler antioksidan aktivitede kilit bilesenlerdir (Ahmad ve ark., 2008).

P. lentiscus’un kaynatilmis ve kaynatilmamis su ekstrelerinin hepatoprotektif
(karaciger koruyucu) etkisi ratlar iizerinde ¢alisilmis olup 4 ml/kg oral dozda ekstrelerin
antihepatotoksit etki gosterdigi bildirilmistir (Janakat ve Al-Merie, 2002).

P. lentiscus sabit yaglar1 kan plazmasinda karaciger fonksiyonun etkilemeden
aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) diizeylerini disiiriici etkiye
sahiptir (Djerrou ve ark., 2011).

P. vera tohum ekstreleri deri tizerinde fotoprotektif (1s18a kars1 koruyucu) etkiye
sahiptir. UVB ile indiiklenen cilt kizarikligina sahip bireylerde topikal uygulamalarla
iyilesme saglanmigtir. Buradaki aktif bilesenlerin kozmetik alaninda kullanilabilecegi
bildirilmistir (Martorana ve ark., 2013).

P. lentiscus meyvesindeki polifenollerin antioksidan ve antimutajenik aktivitesi
bildirilmis olup, ekstredeki gallik asidin antioksidan ve DNA onarim genlerinin
ekspresyonunu tesvik ettigi sonucuna varilmistir ki bu da polifenollerin antioksidatif
etkisini agiklamaktadir (Abdelwahed ve ark., 2007)

P. integerrima meyvelerinin etanol ekstreleri askorbik asitten oldukga yiiksek
radikal siipiiriicii etki gostermistir. Ekstrelerinin 1Csp degeri 5.75 ppm iken askorbik
asidin ICsq degeri 15.09 ppm olarak belirlenmistir (ilahi ve ark., 2013).

Bagka bir c¢alismada ise P. atlantica yapraklarinin radikal stipiiriicii etkisinin
BHA’dan daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Peksel ve ark., 2013).

2.1.2. Pistacia tiirlerinin antienflamatuvar etkisi
Insan veni endotel hiicreleri iizerine yapilan ¢alismada P. integerrima yaprak

gallerinden elde edilen etil gallatin antienflamatuvar etkide rol aldigi bildirilmistir

(Mehla ve ark., 2011).



Ratlar tlizerinde yapilan bir ¢alismada ise P. lentiscus ugucu yaglarmin hasarli
dokuya 16kosit gocilinii yavaslattigi ve antienflamatuvar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Serumdaki enflamatuvar sitokin (TNF-alpha ve IL-6) seviyelerindeki azalma
antienflamatuvar aktiviteye atfedilmistir (Maxia ve ark., 2011).

Toz haline getirilmis P. lentiscus sakizinin ratlarda giinlik 100 mg/kg dozda
uygulamasinin inteflamatuar sitokinlerin (TNF-alpha) ve intaseliiler adhezyon molekiil-
1 (ICAM-1, IL-6, IL-8) seviyelerini muhtemelen diisiirdiigii bildirilmis olup Crohn
hastaliginda terapétik rolii oldugu diisiiniilmektedir (Gioxari ve ark., 2011).

P. intergerrima gali ugucu yaginin duyarlastirilmig gine domuzlarinda bronsiyal
astimi, lipoksijenaz enzimi ve mast hiicrelerinin stabilizasyonu yolu ile iyilestirdigi
bildirilmistir (Shirole ve ark., 2014).

P. integerrima gallerinin metanol ektrelerinin fosfodiesteraz-1 enzimini inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu enzim solunum yolu enflamasyonlari ve solunum yolundaki diiz
kaslarinin asir1 duyarliliginda rol alan bir enzimdir. Bu yiizden solunum yolu
enflamasyonlarinda bu enzimin inhibisyonu Onemli rol oynar. Ayrica galden
saflastirilan iki aktif bilesigin de (naringenin ve 3,5,7,40-tetrahydroxy-flavanone) ayni
etkiyi gosterdigi bildirilmistir (Rauf ve ark., 2015).

2.1.3. Pistacia tiirlerinin antimikrobiyal etkisi

P. lentiscus reginesinin antibakteriyel etkinligi dogrulanmigtir. Gastrik
inflamasyona sebep olan Helicobacter pylori tizerinde, 125 mg/ml konsantrasyonda
%350 oraninda, 500 mg/ml konsantrasyonunda ise %90 oraninda iiremeyi inhibe edici
etkiye sahip oldugu dogrulanmistir. inhibisyon mekanizmasmin membran protriizyonu
ve apoptozisle ilgili oldugu sonucuna varilmigtir (Marone ve ark., 2001).

14 giin boyunca giinde ii¢ kez 350 mg P. lentiscus reginesinin hastalara
uygulanmasiyla yapilan randomize ¢alismada, uygulamanin hastalardaki patojenleri yok
ettigi bildirilmistir. Kullanilan dozun 1yi tolere edildigi ve herhangi bir yan etkisinin
olmadig1, dozaj artis1 veya ilaclarla eslestirmenin daha iyi etki gosterebilecegi de ayrica
bildirilmistir (Dabos ve ark., 2010).

P. lentiscus var. Chia ucucu yagmin Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Bacillus subtilis tiizerinde farkli diizeylerde inhibe edici etkisi Dbildirilmistir
(Koutsoudaki ve ark., 2005).



Ayrica, P. lentiscus yaprak ugucu yagi Klebsiella pneomonia iizerinde giiglii
antimikrobiyal aktivite sergilerken P. integerrima metanol ekstresi ise B. subtilis
tizerinde (Mharti ve ark., 2011; Bibi ve ark., 2011), P. vera ugucu yag1 da birgok bakteri

ve maya iizerinde inhibe edici etkiye sahiptir (Alma ve ark., 2004).

2.1.4. Pistacia tiirlerinin antikanser etKisi

P.integerrima ekstre ve fraksiyonlari insan goglis kanseri MCF-7 hiicre hatti
tizerinde test edilmistir. Etil asetat ve kloroform fraksiyonlar1 200 pg/ml
konsantrasyonda sirasiyla yaklagik olarak %100 ve %97.4 inhibisyon oran
sergilemislerdir. Doza bagl etki s6z konusudur (Bibi ve ark., 2012).

Bulant1 ve kusma kanser tedavisi i¢in kullanilan kemoterapétiklerin ortak yan
etkilerini olusturur. Bu yan etkilerin siddetini azaltmak ve ilag etkinligini artirmak igin
antiemetikler aranir. Kimyasal maddeler (metoklopramid) ve antiemetik olarak
kullanilan steroidler daha fazla komplikasyon olusturur. Bu baglamda Pistacia cinsi
umut vaat edicidir. P. vera yaprak ve meyvelerinin su ekstresinin antiemetik etkisi
pilicler iizerinde incelenmistir. Kusma, bakir siilfat (oral olarak 60 mg/kg) ve ipeka (oral
olarak 600 mg/kg) ile indiiklenmistir. Ekstreler intraperitonal yolla uygulanmistir.
Yaprak ekstresinin LDsy degeri 666.5 mg/kg, meyve ekstresininki ise 565.7 mg/kg
olarak belirlenmistir. Ekstrelerin 6liimciil olmayan maksimum dozlar1 sirasiyla 100
mg/kg ve 150 mg/kg’dir. Uygulama sonrasinda antiemetik aktivite merkezi ve/veya

cevresel reseptorlere bagli olarak ¢oziilmiistiir (Hosseinzadeh ve ark., 2011).

2.2. Galler

Gal, bir organizmanin parazitlik aktivitesi nedeniyle bitki lizerinde olusan
anormal doku biiyiimeleridir (Redfern ve Shirley, 2002). Gal olusumunu indiikleyen
organizmalar; viriisler, bakteriler, mantarlar ve bocekler olup bocekler bunlarin arasinda
en sofistike indiikleyiciler olarak kabul edilir (Mani, 1964; Raman, 2011). Bitkilerde
gal olusumunu indiikleyen bdcekler parazitik otcullar olup bitki kaynaklarim tiiketir.
Ayn1 zamanda bitki dokusunda fizyoloji ve morfolojik degisikliklere neden olurlar. Bu
bliylime transformansyonlar1t hem gal indiikleyici uyaranlarinin hem de bitkilerin bu

uyaranlara tepkilerinin sonucu olarak kabul edilir (Tscharntke, 1989; Wool, 1997).



Bitkide olusan galler gelismis hiicreler, dokular veya organlardan insa edilir ki bu
gelisim artan hiicre boyutu (hipertrofi) ve/veya artan hiicre sayisinin (hiperplazi) yani
sira doku kompozisyonundaki degisiklerdir (Harris ve ark., 2003).

Gal olusumunu indiikleyen 13000 bocek tiirii bilinmekte olup bunun %10’unu
(4401 tiir) yaprak biti (afit) tiirleri olusturmaktadir (Blackman ve Eastop, 1994). Gal
olusumunu indiikkleyen yaprak bitleri Adelgidae, Phylloxeridac ve Aphididae
familyalarina aittir (Wool, 2005). Her yaprak biti tiirii birincil konak¢1 bitki tiirti
tizerinde kendi soyunu gelistirecegi karakteristik ve tiire 6zgii bir gal olusturur ki bu da
yaprak biti ile konake¢1 bitki arasindaki birlikteligin antik kokenini yansitmaktadir
(Moran, 1989). Son yillarda Pistacia tiirleri (6zellikle Pistacia terebinthus, Pistacia
palaestina Bon. And Pistacia atlantica Desf.) iizerinde yaprak bitleri tarafindan
olusturulan gallerin histoloji, biyoloji ve ekolojisi iyi incelenmistir (Davatchi, 1958;
Koach ve Wool, 1977; Wool ve Burstein, 1991; Wool ve Bar-El, 1995; Wool ve Bogen,
1999; Wool, 2005; Alvarez ve ark., 2009).

Pistacia tiirlerinde essek aris1 ve yaprak bitlerinin neden oldugu ¢esitli yaprak
galleri etnomedikal Ooneme sahiptir (Rostas ve ark., 2013; Samra ve ark., 2015;
Gerchman ve Inbar., 2011).

Pistacia gallerinin anti-enflamatuar, anti-astim, ishal onleyici, anti-pretik,
analjezik, kan temizleyici, cilt yumusatici, sindirim ve anti-emetik ajan olarak
kullanildig1 bildirilmistir (Rauf ve ark., 2017). Gal ekstrelerinin Bacillus, Pseudomonas
ve filamentoz fungus tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisi kanitlanmistir (Samra ve ark.,
2015).

P. integerrima ve P. chinensis galleri olduk¢a iyi arastirilmigtir. Bu gal
ekstrelerinin ishal 6nleyici, anti-astim, anti-psoriatik, anti-piretik ve anti-hepatoprotektif
etkilerinin oldugu kamtlanmistir (Ismail ve ark., 2011; Uddin ve ark., 2012a; Uddin ve
ark., 2012b; Ullah ve ark., 2014; Shirole ve ark., 2015).

Monoterpenler, a-pinen ve limonenin hakim oldugu gal terpen diizeyi normal
bitki kisimlarinkinden neredeyse 50 kat daha fazladir (Rand ve ark., 2014). Galin diger
kimyasal bilesenleri -sitosterol, n-dekan-3-ol-yl-n-eikozanat, n-oktadekan-9,11-diol-7-
one ve 3-0x0-9B-lanost-1,20 (22)-dien-26-oik asittir (Ahmad ve ark., 2010). P.
integerrima galinin ishal 6nleyici etkisi igerigindeki naringenin ve di-hidrokamferole
atfedilmistir (Shirole ve ark., 2015).



2.3. Bakteriyel Ureme

Bakterilerde bir generasyonu ortaya c¢ikmasi igin gereken zaman oldukca
degiskendir ve hem beslenme olanaklar1 hem de genetik etmenlere baghidir. Ideal
beslenme kosullarinda E.coli bakterisi yaklasik 20 dakikada dongiiyii tamamlayabilir.
Ussel olarak iiremekte olan bakteriyel kiiltiire antimikrobiyal madde eklendiginde 3
farkli etki gozlenir (Sekil 2.1):

v’ Bakteriyostatik
v’ Bakteriyosidal
v’ Bakteriyolitik

Bakteriyostatik maddeler cogunlukla protein sentezi inhibitorleridir. Ve
ribozomlara baglanarak etki ederler. Eger maddenin konsantrasyonu azaltilirsa madde
ribozomdan ayrilir tireme tekrar baslar. Pek ¢ok antibiyotik bu mekanizma ile etki eder.

Bakteriyosidal maddeler hiicresel hedeflerine giiglii bir sekilde baglanir ve
seyreltme ile giderilemezler, ancak hiicre biitlinliigliniin ve hiicresel icerigin kaybi
olarak ifade edilen lizis olay1 meydana gelmez.

Bakteriyolitik maddeler madde eklendikten sonra bulaniklik veya hiicre
sayisindaki azalma seklinde gozlemlenen hiicre lizisi sonucu o6liime sebep olurlar.
Bakteriyolitik maddeler penisillin gibi hiicre duvari sentezini engelleyen maddelere ek
olarak sitoplazmik zari pargalayan deterjanlar gibi kimyasallar bu grupta yer alir
(Madigan ve Martinko, 2010).
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Sekil 2. 1. Ug tip antimikrobiyal madde etkisi. Ok ile gdsterilen zamanda, {iremeyi inhibe eden
konsantrasyon iissel olarak iiremekte olan kiiltiire eklenmistir (Madigen ve Martinka., 2010).

2.4. Antimikrobiyal Duyarhhik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri ilag¢ kesfi, epidemiyoloji ve terapdtik sonucun
tahmini i¢in kullanilir.

“Altin ¢ag” devrinden sonra, kemoterapinin temel sorunlar1 1960’larda
neredeyse biitlin 6nemli antibiyotik gruplarinin (tetrasiklinler, sefalosporinler,
aminoglik kosidler ve makrolidler) kesfedilmesiyle ¢oziilmiistiir. Fakat bugiinlerde bu
heyecan verici bilesikler mikrobiyal direncin artmasiyla etkisini kaybetmektedir
(Mayers ve ark., 2009). Giintimiizde, ¢oklu direng gésteren bakterilerle iligkili tedavi
basarisizliklar1 insan saghigi agisindan kiiresel endiseye neden olmustur (Guschin ve
ark., 2015; Martin ve ark., 2015). Bu sebeple, yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi dnemli
bir bulgudur. Bitkiler, ¢esitli hayvan organizmalari, prokaryotik bakteriler ve 6karyotik
mikroorganizmalardan iretilen dogal kaynakli {irlinler giiniimiizde yeni ilag
molekiillerinin ana kaynaklar1 olmaya devam etmektedir. Mikrobiyal ve bitkisel {iriinler
bugiine kadar kesfedilen antimikrobiyal bilesiklerin biiyiik bir kismim1 kapsamaktadir
(Berdy, 2005). Bitkiler ve diger dogal kaynaklar, ¢ok cesitli kompleks ve yapisal olarak

farkli bilesikler ihtiva ederler. Son zamanlarda, bir¢cok arastirmaci bitki ve mikrobiyal
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ekstraktlari, ugucu yaglar, saf sekonder metabolitler ve potansiyel antimikrobiyal ajanlar
olarak yeni sentezlenen molekiillerin arastirilmasina odaklanmistir (Runyoro ve ark.,
2006; Mabona ve ark., 2013; Nazzaro ve ark., 2013).

In vitro antimikrobiyal aktiviteyi belirlemede bir¢ok ydntem kullanilmaktadir.
Bunlarin basglicalar1 agar disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleridir (Sekil 2.3).

Agar disk diflizyon metotu 1940 yilinda gelistirilmis olup bir¢ok klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda antimikrobiyal duyarlilik testlerinde rutin olarak
kullanilan yontemdir (Heatley, 1944). Giiniimiizde “Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standars Institute-CLSI)” tarafindan bakteriler ve
mayalarin test edilmesi i¢in kabul gérmiis ve onaylanmis standartlar yaymlanmaktadir
(CLSI 2004, CLSI 2012). Bu yontemde agar igeren petri kaplar1 standardize edilmis
sayida mikroorganizma iceren inokulum ile asilanir. Ardindan test bilesiginin farkl
konsantrasyonlarini igeren kagit diskler (yaklasik 6 mm ¢apinda) petrilere yerlestirilir.
Uygun sicaklik ve siirede inkiibasyon sonrasinda diskler etrafinda olusan inhibisyon
zonu antimikrobiyal aktiviteyi ifade eder. Genel olarak antimikrobiyal ajan 11gara

difiize olur ve test mikroorganizmasinin ¢imlenmesini ve biiylimesini engeller.

S0
- = >

Nutrient agarli plaka

5 ml erimis agardaki kulttir
ylizeye yayilarak inokile
edilir

Inokula edilmis plak

——

Antibiyotik diékleri ylizeye yerlestirilir

l 24-48 saat inkiibe edilir

\ Test organizma baz! antibiyotiklere

§ kargl inkiibasyon sonrasinda disklerin
¢ etrafinda bakteriyal gelismenin
engellenmesi seklinde gozlemlenen
bir hassasiyet gosterir

Sekil 2.2. Agar disk diflizyon metodu
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Diliisyon metotlar1 minimal inhibitdr konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesinde
en uygun yontemdir. MIK degeri antimikrobiyal ajanin gdzle goriiniir {iremeyi inhibe
ettigi en diisiik deger olarak ifade edilir ve sonuglar pg/ml veya mg/l seklinde belirlenir.
Minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) ise antimikrobiyal ajanin test
mikroorganizmasinin %99.9’unu 6ldiirdiigii konsantrasyon olarak tanimlanir. Broth
diliisyon yontemi (makrodilisyon, mikrodiliisyon) en temel antimikrobiyal
testlerindendir. Bu yontemde antimikrobiyal ajanin seri diliisyonlar1 (6rnegin; 1, 2, 4, 8,
16 ve 32 pg/ml) sivi besiyeri igeren tiiplerde hazirlanir. Tiiplerin igerdigi sivi besiyeri
miktart minumum 2 ml (makrodiliisyon) veya 96 kuyucuklu mikroplateler kullanilarak
daha diisiik miktarda (mikrodiliisyon) olabilir. Ardindan her tip 0.5 McFarland
turbilitesine esitlenmis mikrobiyal inokulum ile agilanir. Uygun sicaklik ve siirede

inkiibasyon sonrasinda degerlendirme yapilir.

A B

Sekil 2.3. A. Agar disk difiizyon, B.Broth mikrodiliisyon

Yukarida bahsettigimiz testler diginda;
v Antimikrobiyal gradyan yontemi (Etest)
v Agar kuyucuk yontemi
v' Ince tabaka kromatografi (ITK)-biyootografi
v ATP biyoluminesans yontemi
v

Akis sitoflorometri yontemi gibi yontemler de kullanilmaktadir.
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2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, bir atomik yoriingede eslesmemis bir elektron igeren bagimsiz
varliga sahip herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Bir¢ok radikal kararsiz ve
oldukca reaktiftir. Bir molekiile elektron verebilir veya molekiilden elektron alabilir, bu
nedenle oksidan veya indirgeyici gorevi goriirler (Cheeseman ve Slater., 1993). Reaktif
oksijen tiirleri (ROT) oksijenden tiiretilen bir grup molekiil ve serbest radikaldir. Bunlar
ekzojen (ksenobiyotikler, radyasyon, kirleticiler vb.) ve endojen kokenli olabilirler.
Endojen kokenliler mitokondriyal solunum (elektron tasima zincirinde), oksidorediiktaz
aktiviteleri, metal katalizli oksidasyon, NADPH oksidaz aktivitesi gibi hiicrenin kendi
metabolizmasi sonucu olusur (Chen ve ark. 2003; Murphy, 2009; Robinson, 2008).

ROS artis1, stres durumuyla iligkilendirilir ve kanser, kardiyovaskiiler hastalik,
sinir hastaliklari, Alzheimer hastaligi, hafif bilissel bozukluk, Parkinson hastaligi, alkol
kaynakli karaciger hastaligi, iilseratif kolit, yaslanma ve ateroskleroz gibi ¢ok sayida
hastaliga neden olmaktan sorumludur. Insan viicudu, serbest radikallerin ve diger
oksidanlarin zararli etkilerini Onleyen karmasik bir dogal enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemine sahiptir. ROS’a kars1 koruma, antioksidanlarin
yeterli miktarda diyetle alimi ile arttirilabilir. Antioksidanlar ve 6zellikle de antioksidan
besinleri iceren yiyeceklerin, hastaliklarin Onlenmesinde biiylik Oneme sahip
olabilecegini gdsteren dnemli kanitlar vardir. Bununla birlikte, bilim insanlar1 arasinda
tek bir antioksidandan ziyade bir antioksidan kombinasyonunun uzun vadede daha etkili
olabilecegi konusunda bir fikir birligi vardir. Antioksidanlar, dejeneratif hastaliklarin
baglamasini Onleyerek veya erteleyerek yasam Kkalitesini iyilestirmede biiyiik yarar
saglayabilir (Alam ve ark., 2013).

Lipit oksidasyonu, gida kalitesinin bozulmasi, kotii kokularin ve aromalarin
olugmasi, raf 6mriiniin azaltilmasi, doku ve rengin degismesi ve gidanin besin degerinin
diismesinde 6nemli bir nedendir (Alamed ve ark., 2009). Gidalardaki lipid oksidasyon
oranint ve derecesini kontrol etmek i¢in bircok yontem gelistirilmistir, ancak
antioksidanlarin eklenmesi en etkili yontemdir. Antioksidanlar, temel olarak, gida
tirlinlerinin duyusal veya beslenme nitelikleri iizerinde herhangi bir olumsuz etkiye
neden olmadan raf dmriinii uzatma 6zellikleri nedeniyle, bir gida katki maddesi grubu
haline gelmistir. Tarihsel olarak, gayak zamki, 1930'larda 6zellikle hayvansal yaglarin
stabilizasyonu i¢in onaylanan ilk antioksidand: (Nanditha ve Prabhasankar, 2009). ABD

Tarim Bakanligi (USDA) Federal Tiizilk Kanunu'na gore, “antioksidanlar, oksidasyon
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nedeniyle bozulmayr veya renk bozulmasmi geciktirerek gidalart korumak igin
kullanilan maddelerdir” seklinde tanimlanmaktadir. Gida sisteminde kullanilacak olan
antioksidanlarin ucuz, diisiik konsantrasyonlarda etkili, toksik olmayan, son derece
kararli, koku, tat veya kendi rengine sahip olmayan; iiriine dahil edilebilirligi olan ve
tirtinde iyi bir ¢oziiniirliige sahip olmasi gerekir (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015).

Gilinlimiizde gidalarda kullanim igin izin verilen sentetik fenolik antioksidanlar;
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG)
ticlinciil-butilhidrokinon (TBHQ), oktil gallat (OG) ve dodesil gallattir (DG). Bu
sentetik fenolik antioksidanlar, yaglarin ve lipit iceren yiyeceklerin islenmesi ve
depolanmasi sirasinda lipit oksidasyonunun baglangicini dnlemek veya geciktirmek
amaciyla gida endiistrisi tarafindan yaklagik 60 yildir kullanilmaktadir. (Saad ve ark.,
2007). Sentetik fenolik antioksidanlarin gida maddelerinde kullanimi potansiyel
toksisite etkileri nedeniyle hiikiimetler tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir.
BHA ve BHT’nin laboratuar hayvanlarinda yiiksek seviyelerde kullanildiginda
karaciger hasarindan ve karsinojenezden sorumlu oldugundan siiphelenilmektedir.
BHA, TBHQ, 2-tert-butil-4-metilfenol (TBMP) ve PG'nin niikleik asit yapili molekiiller
ile kompleksler olusturma potansiyeline sahip oldugu ve DNA'nin ¢ift sarmal yapisina
zarar verebilecegi bildirilmistir. Dolayisiyla gida endiistrisindeki kullanimlar tiiketici
talebi ve giivenlik nedeniyle son zamanlarda diismiistiir. Dogal kaynakli antioksidan
bilesikler; flavonoitler, fenolik asitler, liganlar, terpenler, tokoferoller, fosfolipitler ve
cok fonksiyonlu organik asitlerdir. Dogal antioksidanlarin kaynaklari Oncelikle
bitkilerin her yerinde olusabilecek bitki fenolikleridir. Meyvelerde, sebzelerde,
kuruyemislerde, tohumlarda, yapraklarda, koklerde ve kabuklarda bulunurlar. Etkili
antioksidanlar ve serbest radikal temizleyicileri olan fenoliklerin biyolojik aktiviteleri
tizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Shahidi ve Ambigaipalan., 2015).

Son arastirmalar bir dizi bitki drininin flavonoitler ve fenolik maddeler
icerdigini gostermistir. Fenolik bilesikler veya polifenoller oksidasyona duyarl
hidroksillenmis molekiillerdir. Birgok ¢alisma bu molekiillerin antiproliferatif,
antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiviral ve antioksidan
aktiviteler gibi cesitli biyolojik ozelliklere sahip oldugunu bildirmistir. (Dey ve ark.,
2016). Bu molekiiller farkli yapilara sahip olsalar da genel olarak bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren aromatik bir halkaya sahiptirler. Fenolik antioksidan

molekiillerinin radikal siliplirme kapasitesi, serbest elektronun fenolik bilesiklerin
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aramotik halkas1 tizerinde lokalizasyonla stabilizasyonu nedeniyle serbest radikal
tiirlerinin ¢oguna kiyasla daha stabil olan radikal olma yetenegine dayanmaktadir.

Antioksidan kapasite analizleri, reaksiyon mekanizmalarina gore iki kategoriye
ayrilabilir: Hidrojen Atom Transferleri (HAT) temelli analizler ve Tek Elektron
Transferi (Single Electron Transfer- SET) temelli analizler (Prior ve ark., 2003).

HAT temelli analizler, iyonize olmayan ¢oziiciilerde antioksidan olarak gorev
yapan maddeden serbest radikale hidrojen atomu transferi esasina dayanir. Bu gruptaki
yontemler genel olarak bir sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilir
molekiiler prop ve bir antioksidandan olusur (Huang ve ark., 2005). ikinci kategori olan
SET temelli analizler ise potansiyel antioksidan yetenegi, bir elektron transferi sonucu
metaller, karboniller ve radikaller gibi herhangi bir bilesigi indirgeme yoluyla tespit
eder. Reaksiyonun bitis noktasinin géstergesi olarak bir redoks reaksiyonu igerir. ABTS
(Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) ve CUPRAC (Bakir (II) Iyonu Indirgeme
Antioksidan Kapasitesi) yontemleri SET temelli analizlerdir. SET ve HAT reaksiyonlari
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yonteminde oldugu gibi birlikte de ortaya ¢ikabilir.

Her bir radikal siipiirme yontemi ¢6zeltiye eklenen radikallerin siiptiriilmesinden
dolay1 olusan bir kolorimetrik veya fliioresan degisime dayanir. DPPH, ABTS ve
CUPRAC yontemlerinde kolorimetrik degisim belirli dalga boyunda spektrofotometre
ile olgiiliir. Radikal siipiirme yontemi sonuglar farkli birimlerde ifade edilebilir. Ancak
genellikle % inhibisyon orani ve ICsq degeri ile ifade edilir. % inhibisyon oram
ortamdaki radikallerin siipiiriilme yiizdesini ifade ederken ICso degeri ise ortamdaki
radikallerin %50’sini siipiirmek i¢in gerekli olan antioksidan madde miktarini ifade eder
(Hidalgo ve Almajano, 2017).

Antioksidan aktivite belirlenirken, tek bir antioksidan test modeline dayanarak
karar verilmemelidir. Pratikte, antioksidan aktivitelerin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli in
vitro test prosediirleri vardir ve bunlar farkli acilardan degisiklik gostermektedir. Bu
nedenle, bir ydntemi diger biriyle karsilastirmak zordur. Ornegin; Serbest radikal
stipliricii yontemleri arasinda, DPPH yontemi hizli, basit ve diger test modellerine
kiyasla ucuzdur. Ote yandan, ABTS renk giderimi yontemi hem hidrofilik hem de
lipofilik antioksidanlar i¢in gegerlidir. Literatiirde birgok in vitro antioksidan aktivite
belirleme yontemi vardir. Bunlar:

v" Nitrik oksit stipiiriicii (giderimi) Y6ntem
v" Hidrojen peroksit siipiiriicti (giderimi) Yontem

v' Peroksinitrit radikal siipiiriicti (giderimi) Yontem
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B-Karoten Renk Agilim Yontemi

DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi)
CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi)
FRAP (Demir (I1I) Iyonu Indirgeme Giicii) Yéntemi
Stiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi
Ferrisiyaniir indirgeme Giicii Ydntemi

TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi
Luminol Yo6ntemi (Kemiliiminesans)
Diklorofloresin-Diasetat Y dntemi

ORAC (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi) Yontemi
Siklik Voltametri Y6ntemi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal ve Ekstraksiyon Yontemi

Pistacia terebinthus iizerinde olusumu Slavum aff. mordvilkoi tarafindan
indiiklenen gal 6rnegi 03.09.2013 tarihinde Mezarlik’tan (Sirvan/ Merkez) Dr. Ogr.
Uyesi Erdem SEVEN tarafindan teshis edilip toplandi (Muhabbet ve ark., 2010).
Laboratuvarda ornekler (Sekil 3.1) bocek fosilleri ve larva kalintilarindan temizlenip

kurutulduktan sonra havanda ezilerek toz haline getirildi.

Sekil 3.1. P. terebinthus galinin goriiniimi

Galin kuru agirliginin 6lgiimii yapildi ve 243 gram oldugu belirlendi. Ardindan
tizerine petrol eteri eklenerek (1.5 litre) iki giin bekletildi. Stiziilme ve damitma islemi
ile ¢dziicii evaporatdr yardimiyla uzaklastirilip petrol ekstresi elde edildi. Islem 3 kez
tekrarlandi. Agikta bekletilip kurutulan 6rnegin tizerine aseton eklendi (1.5 litre) ve her
ekleme igin birgiin beklenip bu islem 6 giin boyunca renk agilana kadar devam etti.
Coziicli evaporator yardimiyla damitilip uzaklastirildi ve aseton ekstresi elde edildi.
Ayni islem etanol ve su ekstreleri i¢in de tekrarlandi. Elde edilen her ekstrenin agirlig:

alinip cam kaplarda analiz yapilacagi zamana kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
3.2. Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, Gram negatif (Escherichia coli ATCC

25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), Gram pozitif (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) bakteri ve mantar (Candida
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albicans ATCC 10231) iizerinde calisilarak belirlendi. Antimikrobiyal aktiviteyi tespit
etmek icin disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleri uygulandi (NCCLS 1997,
NCCLS 2009). Her mikroorganizmadan o6ze ile asilama yontemiyle ekim yapilan
Nutrient broth (NB) s1v1 besiyeri 12-16 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Gecelik
kiiltiirii hazirlanan test mikroorganizmalarindan 100 pl alinarak nutrient agar kati besi
yeri lizerine yayma ekim yapildi. Ardindan tiim ekstrelerin hazirlanmig farkli
konsantrasyonlarindan 15 pl alinarak yayma ekim yapilan petrilere yerlestirilmis steril
kagit disklere emdirildi. Bakteriler i¢in 37 ©C’de 24 saatlik inkiibasyon, mantar i¢in 30
OC’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon zon ¢aplari 6l¢iildii (Sekil 3.2). Ayni
islem pozitif (bakteri i¢in ampicillin, mantar i¢in fluconazole) ve negatif kontrol (Petrol
eteri, aseton, etanol ve su) i¢in de tekrarlandi. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde
gerceklestirildi.

Aktif olan ekstreler daha sonra minimal inhibitér konsantrasyonunun (MIK) ve
minimal bakterisidal konsantrasyonlart (MBK) belirlenmek iizere isleme alindi. 100 pl
seri diliisyonlar1 hazirlanan ekstreler, 90 pl sivi besiyeri ve 10 pl mikroorganizma
gecelik kiiltiirii (0.5 McFarland’a es turbidite) 96 kuyucuklu steril plakalara pipetlendi.
Yukarida bahsedilen uygun sicaklikta 24 saat inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar
degerlendirildi. Gozle goriiliir iremenin olmadigi en diisiik konsantrasyon ve sonraki iki
kuyucuktan 100 pl alinip kat1 besiyerine yayma ekim yapildi. Uygun sicaklik ve siirede

inkiibasyon sonrasinda petrilerde olusan koloni sayisina gore MIK ve MBK degerleri

belirlendi.

‘@
w
A
)
o
w
=
r4
Bo)
Z
<
=
-
<
[sa]
o

Sekil 3.2. Antimikrobiyal aktivite belirleme caligmalar1 (disk difiizyon yontemi)
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3.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikali giderim aktivitesi
yontemi, ABTS (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Yontemi, CUPRAC Yontemi
(Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) ile belirlendi. Ayrica ekstrelerin
toplam fenolik madde ve toplam flavonoit miktar: da literatiirde belirtilen yontemlerle

belirlendi.

3.3.1. Eksterelerin toplam fenolik ve flavonoit madde miktar tayini

Toplam fenolik igerigin belirlenmesinde tipik olarak numunede bulunan fenolik
gruplarin veya diger potansiyel oksitlenebilir gruplarin sayisina dayanarak Folin-
Ciocalteu yontemi ile tespit edildi (Becker ve ark., 2004). Folin-Ciocalteu reaktifinin
(FCR) kimyasal yapist tam olarak bilinmemekle birlikte heteropolifosfotungstat-
molibdat igerdigi disiiniilmektedir. Elektron transfer reaksiyonu, antioksidanlar ve
kompleks iginde indirgenen molibden arasinda meydana gelir ki bu da
spektrofotometrik olarak Olgiilebilen mavi renkli gruplarin olusumuna yol agar. Bu
reaksiyon sadece alkali ortamda gergeklesir (pH ~10), bu nedenle sodyum karbonatin
eklenmesi ¢ok 6nemlidir (Huang ve ark., 2005).

Orneklerin toplam fenolik igerikleri literatiirde belirtilen (Slinkard ve Singleton,
1977) FCR yontemi ile belirlendi. Standart olarak gallik asit kullanilmis olup sonuglar
pirokatekole esdeger olarak belirlendi.

Gerekli ¢ozeltiler agagidaki gibi hazirlands,

% 2’lik Sodyum karbonat: 2 g Na,CO3; 100 mI’lik balon jojeye koyulur ve bir
miktar distile su ile ¢oziiliir. Cozlinme tamamlandiktan sonra distile su ile 100 ml

hacmine tamamlanir.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSQO,):
Satin alindig1 sekilde kullanilmistir.

Gallik asit: 47 mg ogallik asit 10 ml etanolde ¢oziilerek 2500 pg/ml

konsantrasyonda gallik asit ¢ozeltisi hazirlanir.
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Yontem:

Farkl1 hacimlerde alinan gallik asit ¢ozeltisi/ekstre

|

Distile su ile hacim 4.6 ml’ye tamamland1

|

0.1 ml FCR

\l/ 3 dk sonra

0.3 ml Na,COj3 ¢ozeltisi
\l/ 2 saat sonra

760 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri standart gallik asit grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ti¢ paralel 6l¢iim yapildi.

Absorbans= 0.0891 gallik asit (ng) + 0.0013  (R?=0.9949)

0,9
0,8
0,7 /
0,6 /
0,5
0.4
0.3 ’%
0,2 pd
0.1
o et "

0 2 4 6 8 10

Absorbans (760 nm)

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.1. Gallik asit 6l¢ii grafigi
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Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlart aliiminyum nitrat yontemi ile kersetine

esdeger olarak belirlendi (Moreno ve ark., 2000).

Gerekli ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlandi;

% 10’luk Aliiminyum nitrat. 17.6 g AI(NO3)3.9H,O 100 ml’lik balon jojeye
konulup bir miktar distile su ile ¢oziildii. Distile su ile son hacmine c¢oziinme

gergeklestikten sonra tamamlandi.

1 M Potasyum asetat: 9.6150 g CH3COOK 100 ml’lik balon jojeye konuldu ve
bir miktar distile su ile ¢oziiliip islem tamamlandiktan sonra distile su ile son hacmine

tamamlandi.

Yontem:

Farkli hacimlerde alinan kersetin ¢ozeltisi

% 80’lik etanol ile hacmi 4.8 ml’ye tamamlandi

l

1 ml 1 M potasyum asetat ¢ozeltisi

1 dk sonra

1 ml %10’luk AI(NO3)3
?L 40 dk sonra
415 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ti¢ paralel 6l¢iim yapildi.

Absorbans = 0.0693 kersetin (png) + 0.007 (R?*= 0.9989)
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Sekil 3.2. Kersetin 6l¢ii grafigi

3.3.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Molekiil 1,1- difenil- 2- pikrilhidrazil stabil bir serbest radikal olarak tanimlanir.
Elektronun molekiil lizerinden bir biitiin olarak yerinden ayrilmasi sonucu molekiil
diger bir¢ok radikalde oldugu gibi dimerize olamaz. Elektronun lokalizasyonu yaklasik
517 nm’de maksimun absorbans gosteren etanol/metanol ¢ozeltisinde koyu mor bir
renge yol acar. Genellikle antioksidan analiz aktiviteleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler olan
metanol ve etanol kuvvetli bir sekilde hidrojen bagini kabul eder, bu nedenle hidrojen-
koparma reaksiyonu ¢ok yavas gerceklesir (MacDonald-Wicks ve ark., 2006). DPPH
¢ozeltisinin rengi, hidrojen atomu verebilen bir substratin varliginda menekse renginden
acilarak sartya doner.

Calismamizda ekstrelerimizin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi Blois’in
(1958) gelistirdigi yonteme gore belirlendi.

Gerekli ¢ozeltiler agagidaki gibi hazirlanmistir;
0.1 mM DPPH c¢ozeltisi: 4 mg DPPH tartilip 100 ml metil alkol igerisinde

¢Ozildii.
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BHT (2,6-di-t-bzitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanol iginde

coziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢6zeltisi hazirland:.

BHA (2- t-bdtil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisi: 10 mg BHA 10 ml distile suda

¢oziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢ozeltisi hazirlandi.

AA (Askorbik asit) ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit 10 ml distile suda ¢oziilerek

1000 ppm’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:

1 ml farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre ve pozitif kontrol

4 ml DPP\L ¢Ozeltisi

\L 30 dk karanlikta bekletildi
517 nm dalga boyunda spektrototometrik okuma yapildi

Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine yerlestirilerek

inhibisyon yiizdesi (%]) hesaplandi.
%l = (Akontrol — Asmex/ AkontroI)X:I-oo

Aiontrol kontrol tiipliniin  (test bilesikleri disinda tiim ayiraglari iceren tiip)
absorbans degerini, Asmex 1s€ her bir konsantrasyon icin hazirlanan tiiplin absorbans
degerini ifade etmektedir. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde gerceklestirildi.

Pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve askorbik asit (AA) kullanilda.

3.3.3. ABTS (katyon radikali giderim aktivitesi) yontemi

Bu yéntemde, mavi-yesil kromofor ABTS " (2,2-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-
stilfonik asit)) 'e bir antioksidan eklendiginde olusan renk kaybi spektrofotometre ile
414, 645, 734 veya 815 nm’de olgiiliir (Re ve ark., 1999). Antioksidan, ABTS™ 'yi
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ABTS'ye indirger ve rengini agar. ABTS katyon radikali, ABTS sulu ¢ozeltisine
potasyum peroksi disiilfat (K,S,0g) eklenerek hazirlandi.

Gerekli ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlands;

7 mM ABTS katyon radikali: 19.2 mg ABTS tartilarak 5 ml suda ¢ozildi.
Uzerine toz halinde 3.3 mg potasyum peroksi disiilfat (K»S,0g) eklenip karistirildi.
Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat bekletildi. Bekleme siiresi sonunda ¢ozelti

kullanilmaya baslamadan 6nce absorbsiyonu ~0.70 olacak sekilde seyreltildi.

BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanol igide
coziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.

BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisi: 10 mg BHA 10 ml etanolde
¢oziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢6zeltisi hazirlandi.

AA (Askorbik asit) ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit ¢ozeltisi 10 ml distile suda
¢oziilerek 1000 ppm ’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:

1 ml Farkli konsantrasyonlardaki ekstre ve pozitif kontrol

v

4 ml ABTS
\L 30 dk karanlikta bekletildi

734 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma yapildi
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. ABTS katyon
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% Inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Her bir ornekten li¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve
askorbik asit kullanild1.
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3.3.4. CUPRAC yontemi (bakir(II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

Bu yontemde kromojenik oksitleyici belirteg olan bis (neokuproin) bakir (II)
kloriir, polifenollerle reaksiyona girer. Bu reaksiyonda reaktif polifenol gruplari Cu (I1)
neokuproin kompleksini 450 nm’de maksimum absorbans gosteren renkli Cu (I)

neokuproin selatina indirger. Yontem Apak ve ark. (2004) tarafindan gelistirilmistir.

Gerekli ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlands;

Bakwr (II) kloriir dihidrat ¢ozeltisi: 42.62 mg CuCl,.2H,O hassas terazide
tartilarak 25 ml suda ¢ozildii.

Amonyum asetat tamponu: 1.927 g NH4OAc hassas terazi ile tartilarak 25 ml
suda ¢oziildii, pH= 7’ye ayarlandi.

Neokuproin ¢ozeltisi: 76.6 mg neokuproin hassas terazi ile tartilarak 50 ml
%96’11k alkolde ¢oziildii.

BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanol igide
¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢6zeltisi hazirlandi.

BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢dzeltisi: 10 mg BHA 10 ml etanolde
¢oziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢6zeltisi hazirlandi.

AA (Askorbik asit) ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit ¢ozeltisi 10 ml distile suda
coziilerek 1000 ppm ’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:

1 ml CuCl,

y

1 ml Neokuproin

J

1 ml NH4,CH3COO

V

1 ml farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre ve pozitif kontrol

\l/ 1 saat beklendi

450 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma yapildi
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Omeklerin  absorbans degerleri kontrole kars1 karsilastirma  yapilarak
degerlendirildi.

Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢alisma yapildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA,
askorbik asit (AA) kullanildi.

B

Sekil 3.3. Antioksidan aktivite belirleme ¢alismalari
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Ekstraksiyon Bulgular:
Cizelge 4.1. P. terebinthus galinden elde edilen ekstre miktar1 ve % verim

oranini icermektedir. Buna gore; en yiiksek verim aseton ekstresinden (%14.37) elde

edilmis olup, bunu etanol (%9.45), petrol eteri (%7.54) ve su (%5.63) ekstreleri takip

etmektedir.

Cizelge 4.1. Ekstre miktar1 ve % verim oranlar1
Ekstreler EkStre&;"kta“ % Verim
Petrol eteri 18.33 7.54
Aseton 34.94 14.37
Etanol 22.97 9.45
Su 13.70 5.63

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular

Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 4.2.’de disk diflizyon yontemine gore
inhibisyon zon ¢aplari (mm), Cizelge 4.3.’de ise minimal inhibitér konsantasyonu
(MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyonu (MBK) olarak verilmistir.

Genel olarak bakildiginda ekstrelerin antimikrobiyal acidan diisiik ve orta
diizeyde aktivite gosterdigi goriilmektedir. Higbir ekstre E.coli’ye karsi aktivite
gostermezken, petrol eteri ekstresi sadece S. pyogenes ve C. albicans’a kars1 diisiik
aktivite gostermistir (8 ve 9 mm zon ¢api1). Ekstreler arasinda en yiiksek aktiviteyi
aseton ekstresi S. aureus’a karst (14 mm zon ¢ap1) gostermistir. Ayrica aseton ve etanol

ekstreleri P. aeruginosa’ya kars1 orta diizeyde aktivite sergilemistir.
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Cizelge 4.2. Ekstrelerin disk diflizyon yontemiyle belirlenen antimikrobiyal aktivite sonuglari

Gram negatif Gram pozitif Mantar/maya
Ekstreler (mg/ml) E.coli P.aeruginosa S.aureus S. pyogenes C. albicans
10 AD AD AD 840.5 90
Petrol 20 AD AD AD 840 90
eteri
30 AD AD AD 840 90
10 AD 11+0.2 11 +£0.3 10 £0 10 +0.1
Aseton 20 AD 12 +0 13 +£0.5 11 +0.5 11 £0.5
30 AD 13 +0 14 £0.1 12 £0.1 13 +0.1
10 AD 10 £0.1 10 £0 9 +0.1 10 £0
Etanol 20 AD 13 £0.5 12 £0.5 11+0 11+0
30 AD 13 +0 13 +0 11 £0.2 11 +0.1
10 AD 7 +0.1 8 £0.1 7 £0.1 7+0.5
Su 20 AD 8 £0.1 8 +0 8 +0 8 +0.1
30 AD 11+0.2 10 £0 9 +0.1 10+0.2
Pozitif Kont. 20+0.1 AD 35:0.2 19:40.2 3003

a: sonuglar ortalama (mm) £standart sapma olarak verilmistir. pozitif kontrol bakteri i¢in ampicillin,
mantar igin fluconazole AD: aktif degil

Disk difiizyon yonteminde aktivite sergileyen ekstrelerin MiK ve MBK degerleri

belirlenmis olup sonuglar Cizelge 4.3.’te sunulmustur. Cizelgeyi degerlendirirken diisiik

degerin giiclii aktiviteyi ifade ettigi Olciitiine gore degerlendirmemiz gerekmektedir.

Buna gore; ekstrelerin sergilemis oldugu MIK degerleri 50-1200 pg/ml; MBK degerleri

ise 500-10000 pg/ml arasinda degismektedir.

Sonuglar1 inceledigimizde en diisik MIK degerinin (50 pg/ml) aseton

ekstresinin C.albicans’a karsi; en diisik MBK degerinin (50 pg/ml) ise yine aseton

ekstresinin Gram pozitif bakteriler izerinde oldugunu goérmekteyiz.
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Cizelge 4.3. Ekstrelerin MIK ve MBK sonuglar1

Gram negatif Gram pozitif Mantar/maya
Ekstreler . . .
pg/ml E.coli  P.aeruginosa S.aureus S.pyogenes C. albicans
MiK
AD AD AD 100+0 200+0.5
Petrol
eterl MBK  ap  AD AD 2000+0.3 900:£0.2
MIK
AD 200+0.5 100+0.2 100+0.1 50+0.4
Aseton
MBK
AD 1000+0.3 500+0.1 500£0.1 7000
MIK AD 200=+0.5 300=+0.7 200=+0.4 300=+0
Etanol
MBK AD 700+0.4 750+0.5 1000+0.6 1000+0.4
MIK
AD 200+0 300+0.5 1100+0.5 1200+0.6
Su MBK
AD 900+0 900+0.3 10000+0.5 5000+0

a: sonuglar ortalama (pg/ml) £standart sapma olarak verilmistir.
AD: aktif degil

4.3. Antioksidan Aktivite Bulgular:

4.3.1. Toplam fenolik ve flavonoit madde miktar tayini bulgular:

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktar: gallik asite, toplam flavonoit igerigi ise
kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Calisilan ekstreler arasinda fenolik madde
miktar1 a¢isindan en zengin ekstrenin aseton ekstresi (204.28+0.04) oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.4.). Aseton ekstresini, etanol (202.59+0.02), su (118.61+0.02) ve petrol eteri
(27.32+0.007) ekstreleri takip etmektedir. 1 mg aseton ekstresindeki pirokatekole
esdeger toplam fenolik madde miktar1 204.28 mikrogramdir.

Cizelge 4.4. Ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit i¢erik sonuglari

Fenolik icerik Flavonoit i¢cerik
Ekstreler (ngGAs/mg ekstre) (ngQEs/mg ekstre)
Petrol Eteri 27.32+0.007 6.2+0.6
Aseton 204.28 £0.04 1091 £ 0.47
Etanol 202.59 +£0.02 21.21+0.14

Su 118.61 +£0.02 12.40 + 0.07
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Ekstrelerin toplam flavonoit igerikler sonuglarini inceledigimizde (Cizelge 4.4.)
flavonoit agisindan en zengin ekstrenin etanol ekstresi (21.21+£0.14) oldugu
gozlenmektedir. Bunu su (12.40+0.07), aseton (10.91+0.47) ve petrol eteri ekstreleri
takip etmektedir (6.2+0.6). 1 mg etanol ekstresindeki kersetine esdeger toplam flavonoit

madde miktar1 21.21 mikrogramdir.

4.3.2. DPPH yontemi bulgular:

Ekstre ve pozitif kontrollerin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi farkli
konsantrasyonda (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml) ortamdaki radikallerin
stipiiriilme ytizdesine (%) gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.5.). Pozitif kontrol olarak
kullanilan BHA, BHT ve askorbik asite gore aktivite karsilastirmalar1 yapilmstir.

Genel olarak baktigimizda ekstrelerin antioksidan agidan oldukga aktif oldugunu
gormekteyiz (petrol ekstresi disinda). Aseton ve etanol ekstreleri 10 pg/ml
konsantrasyonda en yiiksek aktiviteyi sergilerken (~%96), su ekstresi bu aktiviteyi 25
ng/ml konsantrasyonda gostermistir. Bu aktivite degerine pozitif kontrollerden askorbik
asit 10 pg/ml, BHA 50 pg/ml, BHT ise 100 pg/ml’nin {izerindeki konsantrasyonda
ulasabilmistir.

Ayn1 konsantrasyondaki ekstreleri kendi arasinda kiyasladigimizda etanol
ekstresinin aktivitesinin diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugunu goérmekteyiz.
Ekstreleri pozitif kontrollerle kiyasladigimizda askorbik asitin aktivitesinin etanol
ekstresinin aktivitesinden ¢ok kiigiik bir fark ile yiiksek oldugunu gormekteyiz. Ote
yandan ekstreler pozitif kontrol olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek aktivite
gostermistir. Petrol eteri ekstresi antioksidan aktivite gdstermedigi i¢in ¢izelgede yer

verilmemistir.
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Cizelge 4.5. Ekstre ve pozitif kontrollerin DPPH yontemine gore belirlenen yiizde inhibisyon degerleri

K Aseton Etanol Su AA BHA K BHT
05 6.12+0.00 17.32+0.0 0.38+0.00 2.60+0.08 9.43+0.02 1 0.79+0.00
1 17.93+0.02 24.44+0.00 4.19+0.00 10.66+0.01 5.21+0.01 2 3.05+0.02
2 32.89+0.00 41.99+0.00 12.31+0.01 37.0+0.03 28.47+0.00 3 4.51+0.01
3 44.51+0.01 48.15+0.01 23.36£0.01  55.01+0.05 38.11+0.00 4 6.74+0.01
4 48.75+0.03 62.81+0.00 29.48+0.00  66.03+£0.05  55.52+0.03 5 9.41+0.00
5 73.73+£0.04 70.82+0.01 39.06+0.00  74.24+0.01  60.42+0.02 10  19.83+0.01
10 96.95+0.00 95.91+0.00 68.31+0.02  97.7+0.003  78.35+0.00 15  23.84+0.00
25 97.15+0.00 96.53+0.00 95.69+0.00 97.31+0.00 94.03+0.00 20  29.26+0.01
50 97.31+0.00 96.49+0.00 95.59+0 97.11+0.00 96.6+0.00 25  33.67+0.01
100 97.43+0.00 96.53+0.00 95.27+0.00  96.48+0.00  97.23+0.00 80 76.89+0.002
90  88.87+0.00
K: konsantrasyonlar (pg/ml)
Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.
100  89.6+0.01
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4.3.3. ABTS yontemi bulgulari

Ekstre ve pozitif kontrollerin ABTS yoOntemiyle serbest radikali giderim
aktivitesi farkli konsantrasyonda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1, 2, ve 5
pug/ml) ortamdaki radikallerin siipiiriilme yiizdesine (%I) gore degerlendirilmistir
(Cizelge 4.7.). Pozitif kontrol olarak kullanilan BHA, BHT ve askorbik asite gore
aktivite karsilastirmalar1 yapilmistir (Cizelge 4.6.).

Genel olarak baktigimizda ekstrelerin bu yodntemde oldukca aktif oldugunu
gormekteyiz. Aseton, etanol ve su ekstreleri oldukga yakin aktivite sergilemis olup en
yiiksek aktiviteye (%97) aseton ve etanol ekstreleri 5 pg/ml konsantrasyonda, Su
ekstresi bu aktiviteye 4 pg/ml konsantrasyonda ulagsmustir. Petrol eteri ekstresi

antioksidan aktivite géstermedigi icin ¢izelgede yer verilmemistir.

Pozitif kontrollerden BHA ve BHT ekstrelerden daha diisiik aktivite gosterirken
askorbik asit ektrelere yakin bir aktivite sergilemistir. BHT en yiiksek aktiviteye (%94)
25 pg/ml, BHA (%96) 100 ug/ml, askorbik asit (%98) 4 pg/ml konsantrasyonda

ulagmustir.

Cizelge 4.6. Pozitif kontrollerin ABTS yontemiyle belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri

(gimi vl (ogimi el gim el

1 17.45+0.001 5 6.92+0.008 1 26.95+0.02
2 41.0+0.01 10 8.03+0.009 2 51.50+0.02
3 68.04+0.002 20 14.95+0 3 77.83+0.05
5 85.12+0.0005 30 21.00+0.0005 4 98.89+.0.1
10 90.53+0.001 40 38.11+0.001
25 94.82+0.004 50 51.34+0

75 90.60+0.001

100 96.23+0.001

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.
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Cizelge 4.7. Ekstrelerin ABTS yontemine gore belirlenen yiizde inhibisyon degerleri

o 7! g ! (agimi !
0.1 6.58+0.02 0.1 5.13+0.001 0.1 1.94+0.004
0.2 12.84+0.03 0.2 8.55+0.02 0.2 13.38+0.01
0.3 14.52+0.02 0.3 11.75+0.01 0.3 11.87+0.04
0.4 16.70+0.003 0.4 12.88+0.002 0.4 17.05+0.04
0.5 23.06+0.02 0.5 22.71+0.04 0.5 22.07+0.06
0.6 28.07+0.01 0.6 22.5+0.02 0.6 16.29+0.001
0.7 32.20+£0.05 0.7 23.14+0.05 0.7 19.32+0.01
0.8 34.38+0.03 0.8 32.12+0.008 0.8 23.31+0.005
0.9 35.47+0.009 0.9 31.1+0.03 0.9 31.3+0.02
1 40.01+0.004 1 31.37+£0.02 1 32.37+0.02
2 62.33+0.02 15 41.2+0.002 1.5 43.28+0.02
5 97.83+0.0005 2 55.31+0.003 2 59.95+0.04
2.5 75.78+0.02 3 78.17+0.006
3 86.023+0.008 4 97.02+0.002
5 97.29+0.002

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.

4.4.4. CUPRAC yontemi bulgulan

Ekstre ve pozitif kontrollerin CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivitesi farklh
konsantrasyonda (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 ug/ml) belirlenmistir (Cizelge 4.8. ve
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Cizelge 4.9.). Bu yontemde sonuglar absorbans degerlerleri ile ifade edilmektedir.
Kontrole kars1 yapilan okumada artan absorbans degeri artan aktiviteyi ifade etmektedir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan BHA, BHT ve askorbik asite gore aktivite

karsilastirmalar1 yapilda.

Bu yontemde aseton ekstresi diger ekstrelerden daha yiiksek aktivite
sergilemistir. Aseton ekstresinin 10 pg/ml konsantrasyonda 1.89 absorbans degeri
oOlgiiliirken ayni konsantrasyonda etanol ekstresinin absorbans degeri 1.41 su ekstresinin

absorbans degeri ise 0.49 olarak ol¢iilmiistiir.

Cizelge 4.8. Ekstrelerin CUPRAC yo6ntemiyle belirlenen absorbans degerleri

l}fgo/r:]i;emtrasyon Aseton Etanol Konssg/t;:jsyon su

1 0.44+0.06 0.13+0.01 5 0.25+0.04
2 0.59+0.04 0.38+0.008 10 0.49+0.02
3 0.76+0.05 0.44+0.03 15 0.734£0.04
4 0.92+0.04 0.48+0.03 20 0.95+0.07
5 1.124+0.07 0.68+0.1 25 1.26+0.01
6 1.26+0.06 0.87%0.05 30 2.17+0.02
7 1.47+0.02 1.01£0.002 35 2.57+0.09
8 1.59+0.09 1.07+0.13 40 2.83+0.02
9 1.80+0.08 1.36+0.02 50 3.50+0.07
10 1.89+0.19 1.41+0.01

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.

Ayn1  konsantrasyon baz alinarak pozitif kontrollerin  aktivitelerini
degerlendirdigimizde BHT 2.00, BHA 0.09, askorbik asit ise 0.35 absorbans degeri
sergilemistir. Bu veriler 1s18inda ekstre ve pozitif kontrolleri degerlendirdigimizde
aktivite siralamas1t BHT > aseton ekstresi > etanol >su ekstresi > askorbik asit > BHA
seklinde olmaktadir. Petrol eteri ekstresi antioksidan aktivite gostermedigi i¢in

cizelgede yer verilmemistir.
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Cizelge 4.9. Pozitif kontrollerin CUPRAC ydntemiyle belirlenen absorbans degerleri

BHT BHA AA

(ng/ml) Absorbans (ug/ml) Absorbans (ng/ml) Absorbans
1 0.019+0.03 10 0.09+0.011 2 0.30+0.21
2 0.30+£0.015 20 0.13+0.004 5 0.33+0.01
3 0.58+0.10 30 0.4+0.031 10 0.35+0.02
4 0.72+0.02 40 0.57+0.40 20 1.80+0.18
5 1.10£0.17 50 0.80%0.04 50 3.55+0.05
6 1.40+0.10 60 0.85+0.07 100 3.73+0.12
7 1.56%0.03 70 0.1+£0.25
8 1.63+£0.01 80 1.25+0.40
9 1.77£0.12 90 2.20+0.06
10 2.00+0.14

sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.

Literatiire baktigimizda Pistacia tiirleri ve bu tiirlerin biyolojik ve fitokimyasal
Ozellikleri {izerine bir¢ok calisma gormek miimkiindiir. Ancak Pistacia tiirii galleri
lizerine yapilmis c¢alismalar ¢ok az olup, calistigimiz gal iizerine yapilmis higbir

literatiire rastlanmamustir.

Othman ve ark. (2019), Libya’da yetisen Pistacia atlantica ekstresinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini arastirip 6 polifenol izole etmislerdir.
Ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri degerlendirildiginde etil asetat
ekstresinin 77 pl konsantrasyonda % 96.4 inhibisyon orani, 8.41 pug/ml ICs degeri ile
yiiksek aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bes bakteri susu ve mantarlara karsi
caligilan etil asetat ekstresi, 20 mm'lik inhibisyon zonu ile Staphylococcus aureus'a karsi
aktivite gosterirken, metanol ekstresi Bacillus subtilis'e kars1 19.5 mm inhibisyon zonu

ile en iyi antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir.

Mandrone ve ark. (2019), i¢inde P. lentiscus ve P. terebinthus ssp.
terebinthus’un da bulundugu Sardunya’da yetisen 36 bitki ekstresinin biyolojik
aktivitelerini arastirmislardir. Her iki tiiriin yaprak ekstrelerinin yiliksek antimikrobiyal

aktivite gosterdigi ve P. terebinthus ssp terebinthus yaprak ekstresinin daha yiiksek
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flavonoit igerik ve diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu bildirilmistir. P. lentiscus meyve
ve yaprak ekstresinin S. aureus ATCC 25293 iizerindeki MIK degeri sirastyla 144.0
ug/ml ve 27.3 pg/ml iken; P. terebinthus yaprak ekstresinin ise 62.9 ug/ml oldugu
bildirilmistir. P. lentiscus ekstreleri E. coli ATCC 25922 susu iizerinde aktivite
sergilemezken P. terebinthus yaprak ekstresinin MiK degerinin 156.3 pg/ml oldugu
tespit edilmistir. Elde ettigimiz antimikrobiyal aktivite sonuglarinda E. coli ATCC

25922 susu lizerinde aktivite gézlemlemememiz bu ¢alisma ile uyum ig¢indedir.

Karygianni ve ark. (2019), Pistacia lentiscus'tan elde ettikleri bilesiklerin oral
mikrobiyal biiyiime {izerindeki inhibe edici aktivitesini aragtirmiglardir. P. lentiscus’tan
elde edilen bilesikler arasinda oleanolik asit, 9.8 pg/ml (P. gingivalis) ila 625 pg/ml (F.
nucleatum, P. micra) arasinda degisen MIK degerleriyle hemen hemen tiim
mikroorganizmalara karsi etkili olmustur. 24Z-izomasticadienolik asit varliginda,
zorunlu anaeroblar i¢in ortalama inhibitér konsantrasyon 2.4 pg/ml ile 625 pg/ml oldugu
bildirilmistir. 24Z-izomasticadienolik asit i¢in MIK degeri 39 pg/ml (Streptococcus
sobrinus, Streptococcus oralis) ve 78 pg/ml (Streptococcus mutans) arasinda
hesaplanmustir. Test edilen tiim bilesiklerin, Prevotella intermedia'ya karsi higbir etki
gostermedigi ancak oleanolik asitin, test edilen oral patojenlere, 6zellikle streptokoklar
ve anaerobik oral mikroorganizmalara karsi inhibe edici aktivite gosterdigini tespit

etmislerdir.

Bouyahya ve ark. (2019), yaptiklar1 kapsamli ¢alismada P. lentiscus yaprak ve
meyve ugucu yaglarinin antikanser, antioksidan antiparazitik ve antibakteriyel etkilerini
aragtirmiglardir. Yaprak ugucu yaglarimin ana bilesenleri myren (%33.46) ve a-pinen
(9%19.20) iken limonen (%18.26) ve a-pinen (%20.46) meyve ugucu yaglarinin ana
bilesenleri olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite ABTS, FRAP ve DPPH testleri ile
belirlenmistir. Meyve ucucu yag1 yaprak ugucu yagindan daha yiiksek aktivite gostermis
olup, DPPH, FRAP ve ABTS testinde sirasiyla ICsp = 29.64 + 3.04 g/ml, IC5 = 38.57 +
4.22 g/ml ve 1Cso = 73.80 + 3.96 g/ml antioksidan kapasite sergilemistir. Antikanser
etkisi RD ve L20b adenokarsinom kanserli hiicre hatlar1 {izerinde incelenmistir. Meyve
ucucu yagi, RD ve L20B hiicre hatlar1 tizerinde sirasiyla 26.43 = 2.18 18 g/ml ve 33.02
+ 2.84 pg/ml 1Cso degerlerinde belirgin sitotoksik etkiler gdstermistir. Antiparaziter
etkile ti¢ Leishmania tiiriine (Leishmania infantum, Leishmania major ve Leishmania

tropica) karsi degerlendirilmis olup yaprak ugucu yagi, L. major'a karst (ICso = 17.52 +
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1.26 g/ml), meyve ugucu yaglar L. infantum’a kars1 (ICsp = 08 £ 0.83 pg/ml) 6nemli
bir sitotoksisite gostermistir. Bununla birlikte, meyve ucgucu yaglari, Pseudomonas
aeruginosa'ya (% 0.125 (v/v)) kars1 en diisik MIK degeri sergilemistir. P. lentiscus
ucucu yaglarinin olaganiistii antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gosterdigi

bildirilmistir.

Di Lodovico ve ark. (2018), Pictacia vera L. yag re¢inesinin ve levofloksasinin
(LVX) direngli Helicobacter pylori suslarina karsi sinerjik bir kombinasyon olusumunu
arastirmislardir. Yag reginesinin ve LVX’in MIK degerleri sirasiyla 780-3120 mg/l ve
012-2 mg/l arasinda oldugu bildirilmistir. Yag reginesinin LVX ile sinerjik bir etki
gosterdigi ve LVX’e direncli suslarda etkinlik kazandig1 ifade edilmistir. Yag re¢inesi
ve LVX’in, petek giivesini (Galleria mellonella) H. pylori infeksiyonuna karsi sirasiyla
%62 ve %063 hayatta kalma oraniyla korudugu bildirilmistir. Pistacia vera L. yag
recinesinin, H. pylori antibiyotik direnci miicadelesinde LVX'in etkinligini geri
kazanmak i¢in umut verici bir giiclendirici olarak kabul edilebilir sonucuna

varmiglardir.

Taghizadeh ve ark. (2018), antep fistig1 (Pistacia khinjuk) kabugundan elde
edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi, antibakteriyel, antioksidan aktiviteleri ile
sitotoksik etkisini arastirmiglardir. Antibakteriyel aktivite sonug¢larinda Staphylococcus
aureus’u en duyarli sus olarak belirlemislerdir (MIK ve MBK = 16 ug/ml). Antioksidan
aktivite 1Cso degerleri 19.03 pug/ml (DPPH radikal siipiiriicii) 49.22 ug/ml (B-karoten
renk agilimi) olarak belirlenmistir. Sitotoksik testlerin 1Cso endekslerini, MCF-7, PC3
ve DU-145 hiicre hatlari i¢in sirasiyla 29.6, 37.3 ve 41.1 pg/ml olarak tespit etmislerdir.

La Camera ve ark. (2018), klinik olarak izole ettikleri Staphylococcus tiirlerinin
23’iiniin koagulaz pozitif S. aureus ve 21’inin de MRSA oldugunu tespit etmislerdir.
Dogal antep fistigt (P. vera L.) ve kavrulmus antep fistig1 ekstrelerinin bu
mikroorganizmalar {izerine etksini arastirmiglardir. Ekstrelerin toplam fenol igerigi,
dogal antep fistiginda (359.04 + 8.124 mg/100 g Gallik asit), kavrulmus antep
fistigindan (225.18 + 5.055 mg/100 g Gallik asit) daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Dogal antep fistigindaki yiiksek toplam fenol igerik DPPH yontemi ile elde
edilen antioksidan aktivite ile ilgilidir. Dogal antep fistig1 ICso degeri 0.85 mg/ml,
kavrulmus antep fistigit ICsp degeri 1.15 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Her iki
ekstreninde S. aureus 6538P ve Staph. spp. izolatlarina karsi aktif oldugu, bildirilmis
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olup kavrulmus antep fistiginin daha yiiksek aktivite (MIK degerleri 31.25 ile 2000 mg /

ml arasinda degismektedir) sergiledigi bildirilmistir.

Coban ve ark. (2017), Aydin’dan topladiklar1 Pistacia terebinthus L. yaprak
ekstrelerinin  antimikrobiyal etkilerini bazi patojen mikroorganizmalara Kkarsi
incelemiglerdir. Metanol, etil asetat ve kaynar su ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi
disk diflizyon yontemiyle 6 bakteri, 2 mantar ve kiif tiirleri tizerinde belirlenmistir. Tiim
ekstrelerin S. aureus ATCC 25923 ve M. smegmatis ATCC 607 iizerinde aktivite
gosterdigi ancak higbir ekstrenin E. coli ATCC 35218 {izerine aktivite gostermedigi
saptanmigtir. EK olarak, etanol ve etil asetat ekstresi, iki patojen bakteri (S. typhimirium
ATCC 14028 ve C. xerosis ATCC 373) ve mayalara (C. albicans ATCC 10231 ve C.
useis ATCC 9950) karsi antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Metanol
ekstresi sadece K. pneumoniae ATCC 13882'ye kars1 aktif iken, kaynatilmis su ekstresi
S. aureus ATCC 25923'e karsi etkili oldugu ifade edilmistir. Elde ettigimiz
antimikrobiyal aktivite sonuglari bu c¢alisma ile uyum igerisindedir. Bu ¢alismada
oldugu gibi biz de E. coli’ ye karsi aktivite gbzlemleyemezken, C. albicans ve S.

aureus’a karsi aktivite elde ettik.

Durak ve Ugak (2015), 12 farkli P. terebinthus meyvesinin yag asidi profilinin
karakterizasyonu, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini ¢alismiglardir. Ekstrelerin
toplam fenolik icerikleri (TPC'ler) 12.189 mg GAE/1000 g ekstre 36.392 mg GAE/1000
g ekstre arasinda degistigi bildirilmistir. Ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicti aktiviteleri
genis bir aralikta (%8.86 - %64.43) degismekte olup ve TPC'lerle yiiksek oranda korele
oldugu tespit edilmistir. Salmonella typhimurium ‘un, ekstrelere E. coli O157:H7 ve S.
aureus’tan daha duyarli oldugu saptanmustir. EKstrelerin yag asidi kompozisyonu goz

Ontine alindiginda, palmitik asit, oleik asit ve linoleik asit sirasiyla baskin doymus, tekli

doymamis ve ¢oklu doymamis yag asitleri oldugu gézlenmistir.

Ulukanl ve ark. (2012), Pistacia terebinthus L. spp. palaestina (Boiss.) ugucu
yaginin kimyasal yapisi, antibakteriyel ve insektisidal aktivitesini arastirdiklar
calismalarinda P. terebinthus’un yapraklarindan elde edilen ugucu yaginda ana
bilesiklerin, a-pinen (%19.97), sabinen (%15.43), B-pinen (%8.57) ve terpinen-4-ol'un
(9%9.65) oldugunu bildirmislerdir. Antibakteriyel disk difiizyon testinde ugucu yagn,
standart antibiyotiklere kiyasla hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilerin

biiyiimesinde genis spektrumlu bir aktivite sergilemis oldugunu ve insektisidal
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aktivitede de, Acanthoscelides obtectus ve Tribolium castaneum olmak tizere iki 6nemli

zararli bocek tiirii iizerinde 6nemli bir aktivite gdzlemlediklerini bildirmislerdir.

Orhan ve ark. (2012), calismalarinda dort terebint kahve markasi ve Pistacia
terebinthus L.'nin meyvelerinin etil asetat ve metanol ekstrelerinin néroprotektif etkileri,
asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, tirozinaz enzim inhibisyonlar1 ve antioksidan
etkilerini incelemislerdir. Ekstrelerin, biitirilkolinesteraza (200 pg/ml’de %9.78-45.74)
kars1 orta diizeyde inhibisyona ve DPPH'ye kars1 giiclii bir temizleme aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. FRAP ve metal selasyon testlerinde giiglii aktivite ve PRAP
testinde tutarli aktivite gostermislerdir. Oleik asit, major yag asidi olarak tanimlanirken,

ucucu yagda apinen (%26.31) baskin olarak bulunmustur.

Pistacia tiirlerini konu alan biyolojik aktivite ve fitokimyasal caligmalarin
sayisini arttirmak miimkiindir. Calisilan gal ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢alismalarin
olmayis1 elde ettigimiz sonuglar1 literatiirle kiyaslama konusunda kisitli alan
olusturmaktadir. Buna gore sonug¢larimizi bitkinin diger kisimlari iizerine yapilmis
yukarida 6zetlenen ¢alismalarla kiyasladigimizda ¢calismamizdan elde ettigimiz sonuglar
literatiirle uyumludur. Antimikrobiyal aktivite sonuglarin1 degerlendirdigimizde
literatiirle uyumlu olarak ekstrelerimizin E.coli’ye karsi aktivite gostermedigi ve S.
aureus’un ise ekstrelere karst duyarli oldugunu gormekteyiz.

Ikincil metabolit iceren aromatik ve tibbi bitkilerin antioksidan, antifungal,
antibakteriyel aktivitelerinin oldugu bilinmekte olup, gidalarda koruyucu ve ilag olarak
kullanilmaktadirlar. Bu aktiviteleri sahip olduklar1 ana kimyasal bilesenler ve eser
bilesenlerin sinerjik ve antagonistik etkilerinden kaynaklanabilmektedir (Adrar ve ark.,
2016; . Bendif ve ark., 2017). Fenolik bilesiklerin antibakteriyel aktivitesini agiklayan
bazi mekanizmalar diisiinilmiistiir. Hiicrenin proton itici giiciinii, elektron akisini ve
aktif tasimayr bozup sitoplazmik membranda bozukluk yaratarak bu aktiviteyi
sergiledikleri one siiriilmiistiir (Burt, 2004).

Bitkilerdeki fenolik/flavonoit igerik ile antioksidan aktivite arasinda korelasyon
oldugu bilinen bir gergektir. Ozellikle fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini
kanitlayan sayisiz ¢alisma vardir. Calismamiza konu olan galin aseton, etanol ve su
ekstrelerinin toplam fenolik madde agisindan zengin oldugu saptanmistir. Ekstrelerin
sahip oldugu fenolik icerikle orantili olarak calisilan tiim antioksidan aktivite
yontemlerinde yiiksek aktivite elde edilmistir. Igerdikleri fenolik madde zenginligi

acisindan ekstreler aseton, etanol ve su olarak siralanirken DPPH, ABTS ve CUPRAC
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yontemlerinde elde edilen aktivite degerleri de aseton, etanol ve su ekstresi olarak
siralanmaktadir. Bu da fenolik madde zenginligi ile antioksidan aktivite arasindaki

korelasyonu destekler niteliktedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Pistacia terebinthus tizerinde olusumu Slavum aff. mortvilkoii afidi tarafindan
indiiklenen galin petrol eteri, aseton, etanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal
aktiviteleri disk diifiizyon ydntemi, MIK ve MBK degetleri ile, antioksidan aktiviteleri
DPPH, ABTS ve CUPRAC yontemiyle arastirilmistir.

Sonuclar

1. Ekstrelerden elde ettigimiz antimikrobiyal aktivite sonuglarina gére aseton ve
etanol ekstresi en iyi antimikrobiyal aktiviteyi sergilerken petrol eteri ekstresi ¢alisilan
mikroorganizmalardan sadece S. pyogenes ve C. albicans’a karsi diisiik aktivite
gostermistir. E. coli’ye karsi hicbir ekstre aktivite gostermezken, S. aureus’un ise
ekstrelere karsi duyarli oldugunu gérmekteyiz.

2. Ekstrelerin zengin fenolik igerige sahip oldugu ve toplam fenolik igerik
zenginligi bakimindan aseton, etanol, su ve petrol eteri ekstresi olarak siralandigi tespit
edilmistir.

3. Antioksidan aktivite analizlerinden oldukca yiiksek aktiviteler elde edilmistir.
Aseton, etanol ve su ekstreleri pozitif kontrollerden yliksek/yakin aktivite gdstermistir.

4. Calismamizda toplam fenolik igerik ile antioksidan aktivite korelasyonunu
destekler nitelikte bulgular elde edilmistir.

5. Caligmamiza konu olan gal ile ilgili literatiirde bu giine kadar herhangi bir
kayda rastlanmamuistir. Bu a¢idan ¢alismamizin 6zgiin degeri oldukga yiiksektir.

Oneriler

1. Calismada s6z konusu galin artan polaritedeki ¢oziiciilerde farkl ekstrelerinin
biyolojik aktiviteleri arastirilmis olup bu ekstreler arasinda sadece petrol eteri ekstresi
aktivite gostermemistir. Buradan calistifimiz galin ¢esitli polaritelerde kimyasal igerige
sahip oldugu sonucuna varabiliriz. Bu baglamda s6z konusu galin endiistriyel kullanimi
icin ¢aligmalar yapilmasi gerektigini dnermekteyiz.

2. Aseton, etanol ve su ekstrelerinin pozitif kontrollere yakin/yiiksek aktivite
sergilemis olmasi dogal kaynakl: alternatif antioksidan maddelerin kesfedilmesine katki
saglayacaktir.

3. Aseton, etanol ve su ekstreleri fenolik acidan zengin ekstrelerdir. Bu
ekstrelerin kimyasal yapilar1 belirlenerek c¢ok yonlii kullanim adina g¢aligmalar

yapilabilecegini 6nermekteyiz.
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