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OZET

Bu calismada Nevsehir ilinde yetisen 6 farkli igne yaprakli bazi agaglarin (Thuca
occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus atlantica, Picea pungens engelm, Pinus
nigra JF. arnold, Cupresus arizonica) kozalaklarina ait antioksidan ve antibakteriyel
aktivteleri incelenmistir. Antioksidan aktivite tayini i¢in DPPH serbest radikal siiplirme
aktivitesi, metal iyonlar1 selatlama aktivitesi, total fenolik icerik tayini, f-karoten miktar
tayini, likopen miktar1 tayini yapilmistir. Antibakteriyel aktivite tayini i¢in toplam 6
adet test bakterisi (Bacillus subtilis ATCC 6051, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Micrococcus luteus ATCC 4698, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 11229) kullanilmistir. DPPH radikali
siiptirme aktivitesi bakiminda en iyi deger Pinus nigra jf. arnold(ICso: 55,8 ng / mL,
indirgeme araligi % 60,1— % 98,6) tiiriinde, en diisiik deger ise Thuca occidentalis
(ICs0: 200,4 pg / mL, indirgeme aralig1 %33,14 - %58,45) tiiriinde goriilmiistiir. Metal
iyonlar1 selatlama aktivitesi bakimindan en iyi sonu¢ Pinus nigra JF. arnold (1Cso:
61,0, selatlama aktivitesi %55,5 - %74,6) tiirlinde tespit edilmistir. Konsantrasyon
arttikca selatlama oraninin arttig1 belirlenmistir. En diisiik aktivite Thuca occidentalis
(ICs0: 236,2, indirgeme araligt %22,3 - %52,8) orneginde goriilmstiir. Bu ¢aligmada
likopen miktar1 en fazla Pinus nigra JF. arnold (0,590) tiiriinde en diisiik miktar
Juniperus viriginiana (0,516) tiirlinde tespit edimistir. [1-karoten miktar1 en yiiksek
cikan tiir Cupressus arizonica (0,95ug / g), miktart en diisiik bulunan tiir Pinus nigra

JF. arnold (0,39ng / g) tiirii goriilmistiir. Total fenolik icerik bakimindan en zengin tiir



Pinus nigra jf- arnold tiri olarak belirlenmistir, icerik bakimindan en diisiik miktar

Juniperus viriginiana tiirtinde tespit edilmistir.

Calismada kullanilan 6 farkl tiir arasinda en 1yi antibakteriyel aktivite gosteren
tiir Pinus nigra jf. arnold tiiriinde belirlenmistir. En az aktivite ise Thuca occidentalis

tiiriinde tespit edilmistir.
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ABSTRACT

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPIED SCIENCES

In this study, the antioxidant and antibacterial activities of the cones of 6 different
coniferous trees growing in Nevsehir region (Thuca occidentalis, Juniperus viriginiana,
Cedrus atlantica, Picea Pungens Engelm, Pinus nigra JF. arnold, Cupresus arizonica)
were investigated. For the determination of antioxidant activity, DPPH free radical
scavenging activity, metal ions chelating activity, total phenolic content, carotene and
lycopene amount were determined. A total of 6 test bacteria (Bacillus subtilis ATCC
6051, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Micrococcus Iluteus ATCC 4698,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 11229) used for determination antibacterial activity. While the
highest value for DPPH radical scavenging activity has Pinus nigra JF. Arnold (1Cso:
55,8 ng/ mL % 60,1- % 98,6), the lowest value has Thuca occidentalis (1Cso: 200,4 pg
/ mL %33,14 - %58,45). In terms of metal ions chelating activity, the best result was
observed in Pinus nigra JF. arnold (IC50 61.0% 55.5% - 74.6%). It was determined
that higher concentration belonging to extracts have higher chelating rate. The lowest
activity was observed in Thuca occidentalis ((ICso: 236.2% 22.3 - 52.8%). In this study,
the highest amount of lycopene was observed in Pinus nigra jf. arnold (0.590) and the
lowest in Juniperus viriginiana (0.516). Cupressus arizonica (0.95ng / g) species has
the highest [1-carotene content and Pinus nigra JF. arnold (0.39ug / g) has the lowest
[I-carotene content. The richest species in terms of total phenolic content amount was
determined as Pinus nigra JF. arnold species, the lowest amount in terms of content

was observed in Juniperus viriginiana. Among the 6 B-different species used in the
Vi



study, the best antibacterial activity was observed in Pinus nigra JF. arnold. The least

activity was observed in Thuca occidentalis.
Keywords: Antioxidant, Antibacterial, Pinus nigra jf. arnold,
The Advisor: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
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1. BOLUM
GIRIiS

Gegmisten giliniimiize bitkiler insanlar i¢in vazgecilmez besin ve sifa kaynaklaridir.
Insanoglu birgok bitkiden cay, besin, ilag olarak faydalanmislardir. Ayrica baz1 bitkiler

baharat ve kozmetik alanlarinda *da 6énemli yere sahiptir[1].

Modern bilimin bu temeller iizerinde kurulu olmasmin yani sira gliniimiizdeki haline
ulagmast uzun yillar almistir. DNA’nin kesfedilmesi, asinin bulunmasi, mikroskobun
icad1 gibi cesitli buluglar bilimin gelismesinde ¢ok biiyiik rol almistir. Geleneksel
yontemlerin yani sira bu tiir bilimsel kesifler bilimin ilerlemesine, ila¢ tiretiminin
yayginlagmasina, hastaliklarin tedavi siirelerinin kisaltilmasina, yeni organizmalarin

kesfedilmesine olanak saglamistir.

Bitkilerin ¢esitli alanlarda kullaniliyor olmasi tarih boyunca insanlar tarafindan
arastirilip incelemeye tabi tutulmustur. Bu arastirmalar sonucunda bitkilerin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in sentezledikleri baz1 molekiiller kesfedilmistir. Bu
molekiiller primer metabolitler olarak isimlendirilir. Primer metabolitlerin yanisira
bitkilerin sentezledigi diger molekiillere ise sekonder metabolitler denilmektedir.
Sekonder metabolitler yapt bakimindan fenolik bilesikler, alkoloidler, terpenoidler,
glikozitler, ribozomal olmayan peptitler gibi 6zel bilesikler barindirir[3]. Ayn1 zamanda
antioksidan ve antibakteriyel 0Ozellikte olan sekonder metabolitler enfeksiyon
hastaliklar1 basta olmak tiizere bir¢ok saglik probleminde kullanilan baglica dogal

ilaclardandir.

Farkli amaclar dogrultusunda kullanilan antioksidanlar insan viicudunda serbest radikal
olarak adlandirilan son yoriingelerinde bir atom eksigi olan ve siirekli bu agigi
kapatmak i¢in diger molekiillerin atomlarina saldiran oksijen(ROS) ve nitrojen(RNT)
tirevi tehlikeli bilesikler veya atomlardir[4]. Bu atom veya bilesiklerin etkilerini
ortadan kaldiran veya aktivitelerini yavaglatan molekiillere antioksidan adi verilir.
Insanda var olan antioksidanlar viicut tarafindan dogal olarak iiretilir veya disaridan ek

olarak alinirlar. Hem endojen hem de ekzojen antioksidanlar serbest radikallere kars1



temizleyici gorev {lstlenirler. Bdylelikle savunma sistemini giliglendirerek hastalik

riskini azaltirlar[5].

Bu baglamda bilim insanlar1 ve sanayiciler ilag, gida, plastik sanayisi gibi alanlarda
yararlanabilmek i¢in sentetik ve dogal antioksidanlart kullanmislardir. Sanayide
koruyucu veya katki maddesi olarak kullanilmasi i¢in laboratuvar ortaminda {iretilen
antioksidanlara sentetik antioksidan denir, bitkilerin gerek koruma gerek gelisimlerine

destek olmas1 amaci ile iirettikleri antioksidanlara dogal antioksidanlar denir.

Gilintimiizde bir¢ok arastirmaci, tibbi 6neme sahip oldugu diisiiniilen bitkilerin kimyasal
iceriklerinin bulunmasi i¢in ¢aligmaktadir. Gegmisten giinlimiize saglik basta olmak
tizere bircok alanda kullanilan bitkiler glinimiizde hala ilk giin ki degerini
korumaktadir. Bitkiler kullanilarak tedavi etme yéntemleri ilk kayitlara gére M.O.
5000’lerde Mezopotamya bolgesinde rastlanmis, 250 bitkisel ilacin kullanildig:
belirlenmistir[2].

Ozellikle kozalak gibi sert ve faydasiz gdriinen meyveler uzun yillardan beri tibbi
destek amaci ile farkli alanlarda kullanilmaktadir. Antioksidan ve antibakteriyel
Ozellikleri bakimindan zengin olan kozalaklar giiniimiizde hala serbet seklinde
tiiketilmektedir. Herhangi bir bilimsel temele dayanmadan yapilan bu tedaviyi

destekleyecek ¢alismalar bilim insanlar1 tarafindan yapilmaktadir.

Herhangi bir bilisel temele dayanmaksizin yesil haldeki kozalaklar toplanip kaynatilarak
serbet veya recel halinde tiiketilmektedir. Bu islem i¢in Nisan — Mayis aylarinda taze
yesil cam kozalaklar1 toplanir. Bir miktar su igerisinde uzun siire kaynatilarak kozalak

Ozt elde edilir. Daha sonra cesitli maddeler ile karistirilarak tiiketilir.

Bu calismada halk tarafindan balgam sokiicii, ates diisiiriici vb. rahatsizliklarin
giderilmesi i¢in tliketilen yesil kozalaklarin laboratuvar ortaminda deneysel olarak
antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Bitkisel ilaglara her gecen giin
ragbetin artmasi goz Oniine alindiginda bu calisma ilag sanayisine ve ekonomiye biiyiik
oranda katki saglayacaktir. Piyasada var olan ve biiyiikk ¢ogunlugu kimyasal ilaglarin

yerine alternatif bitkisel kaynakli ilaglarin ortaya ¢ikmasi 6nem tagimaktadir.



Bitkisel kaynakli ilaglarin temeli bitkilerin kaynatilarak veya havan benzeri aletler ile
doviilerek Oziitlerinin ¢ikartilmasina dayanir. Bu islem bilim insanlarmin giiniimiizde
icerik analizi, etken madde tayini yapmalarina oncii olmustur. Bdylece bitki icerisinde
yer alan ve hastaliga sebep olan faktore tesir eden asil maddenin bulunup ticari olarak

satilmaya hazir hale getirilmesi hedeflenmistir.

Bu calismada Nevsehir ilinde yetisen igne yapraklilar smifina ait bazi agaclarin
kozalaklari’nin (Thuca occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus atlantica, Picea
pungens engelm, Pinus nigra jf. arnold, Cupresus arizonica) ilk agamada antioksidan ve
antibakteriyel aktivitelerinin tayini amag¢lanmistir. Toplanan igne yaprakli agac
kozalaklarinin etanol yardimi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstraklarmin farkl
konsantransyonlarda DPPH serbest radikal absorbisyonu, metal iyonlar1 selatlama
aktiviteleri, toplam fenolik igerigi ve B-karoten ve likopen miktar tayini hedeflanmistir.

Elde edilen bulgular bu alanda yapilacak ¢alismalara oncii olacaktir.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

Zengin bitki cesitliligine sahip iilkeler arasinda ilk siralarda yer alan iilkemiz, yapilan
son ¢alismalara gore 12000 bitki tiiriine sahip oldugu belirlenmistir. Avrupa’da goriilen
tim bitki tiirlerini barindiran Tiirkiye, bu 6zelligini, yakin mesafede degisen yerylizii
sekillerine, dort mevsim gecirmesine, farkli toprak tilirlerine, jeolojik konumuna
bor¢ludur. Diinyada sadece bir bolgede yasayan ve baska hicbir yerde yasadigi
ispatlanmamus bitkilere endemik bitki denir. Ulkemizde goriilen bitkilerin yaklasik
olarak 3700 tanesi endemik bitki olup en ¢ok endemik bitki Toros daglarinda
goriilmektedir[10]. Endemik tiirler iilkemizde agirlik olarak Akdeniz boélgesi, i¢
Anadolu bélgesi, dogu Anadolu boélgesinde tespit edilmistir[12]. Tiirkiye yiiz 6lglimii
bakimindan topraklarinin %27,6’s1 orman olan, iliman iklim kusagina sahip iilkeler
arasinda biyolojik cesitlilik bakimindan zengin iilkeler sinifinda bulunmaktadir[11].
Ormanlarin %60°’1 igne yaprakli agaclardan olusmaktadir[8]. Bu baglamda igne yaprakli
agaclarin tibbi ve ekonomik Onemine vurgu yapmak, iilke ekonomisine katkida

bulunmak amaci ile yapilmis 6nemli bir ¢alisma konusu olmustur.
2.1 1Igne Yaprakhlar

Igne yapraklilar, bitkiler aleminin agik tohumlular bdliimiinde bulunan tek simf olan
Pinopsida’ya dahil bir bitki takimidir. Ardig, cam, goknar, ladin, melez, porsuk, mazi,
sekoya, sedir, servi gibi soyu devam etmekte olan tiim kozalakl bitkileri barindirir. igne
yapraklilar, Pinopsida (erkek ve disi kozalagi ayr1 genelde igne yaprakli bitkilerin tiimii)
siifinda yer alan dort takimdan biridir ve igne yaprakli bitkilerin soyunu devam ettiren
tim tiyelerini barindirir[8]. Bu tiir, ¢ok soguk veya c¢ok sicak bolgelerde yetisme
Ozelligine sahip oldugu i¢cin hemen hemen diinya iizerinde her yerde rastlayabilirsiniz.
Ayrica kalin govde yapisinin kereste, yelken diregi, elektrik diregi, yapi1 malzemesi,
ahsap kap1 vb. alanlarda kullaniliyor olmasi igne yaprakli agaclar1 tercih sebebi
yapmaktadir[9]. Igne yaprakli agaclar sinifinda yer alan bazi bitkilerin kozalak ve
meyveleri tibbi amacgla kullaniliyor olmasi iilkemizin yerli ilag sanayisinde disa
bagimliligini azaltacaktir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarma gore diinya iizerinde

var olan bitkilerin yaklagik 70.000 tanesi tibbi amag ile kullaniliyor. Bu bitkilerden
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21.000 tanesi ila¢ sanayisinde kullanilmaktadir. Ulkemiz tibbi amag ile kullanilan

bitkilerin ihracatinda 18. sirada yer almaktadir[13,14,15].
2.2 Pinaceae (Camgiller)

Sonbaharda diger agaclarin aksine yaprak dokmeyen ignemsi yaprak tiiriine sahip her
mevsim yesil kalan cam agaclar1 soguk ve kurak ortamlara adaptasyonu sayesinde her
yerde yetigsebilme 6zelligine sahip bir agag tiiriidiir. Havay1 temizleme 6zelligi, 100 ila
1000 y1l yasayabilme ve boylarinin 9 ila 25 metre ye ulasabilmesi ¢am agaglarini
ormanlarin ve peyzaj miihendisliginin gozdesi haline getirmistir. Insaat alaninda
kereste, sanayide kagit hamuru, halk arasinda yakacak vb. gibi alanlarda

kullanilmaktadir.

Ayni zamanda ¢am sakizi ve ¢cam fistig1 sektorlerinde ciddi rol alan ¢am agaglar1 gida
sanayisindede kullanilir. Diinyada 100°e yakin tiirii olmasina karsin iilkemizde yalnizca
5 tlirti(cam fistig1, karacam, kizilgam, halep cami, saricam) bulunmaktadir[6]. Cam
agaclarinin sert kabuklar1 A ve C vitaminleri bakimindan ¢ok zengindir. Cam agaglar1
Erkek ve Disi kozalaklarin her ikisine de sahiptir. Erkek kozalaklar disi kozalaklara
gore daha kisa yasarlar. Disi kozalaklar daha tombul ve dayaniklidir[7].

2.3 Cahsmada kullanilan bitkilerin genel 6zellikleri

Bu ¢alismada Nevsehir bolgesine ait 6 ¢esit (Thuca occidentalis, Juniperus viriginiana,
Cedrus atlantica, Picea pungens engelm, Pinus nigra JF. arnold, Cupresus arizonica)

igne yaprakli agac kozalagi kullanilmistir.

2.3.1 Thuca occidentalis (Bat1 mazisi)

Cupressaceae familyasina ait bir bitkidir. Ulkemizde bat1 mazis1 olarak bilinir. Odun
kism1 kazik, direk, gemi ve ev ingaatinda kullanilir. Taze siirgilinleri, yaprak ve kozalak
kismi tibbi amagla kullamlir [19]. Ulkemizde genellikle siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Boylar1 yaklasik olarak 15-20 metreye kadar uzayabilir[16]. iklim
ozellikleri bakimindan bol giinesli bolgelerde, ¢ok nemli, yar1 gblge 6zelligi saglayan

hemen her bolgede yasarlar[18].



Resim 1:7huca occidentalis tiirt [17]

2.3.2  Cupressus arizonica (Arizona servisi)

Cupressaceae familyasindan olan Arizona servileri 20 m. kadar uzayabilirler. Diger
servi tiirlerinden tepelerinin mavi olusu ve yanginda nahos koku c¢ikarmalar1 ile
ayrilirlar[20]. Riizgar perdesi, bahge ¢iti olarak kullanilirlar[20]. Bunun yani sira

servi kozalagi iilkemizde mide iilseri tedavisinde kullanilmaktadir[22]



Resim 2:Supressus arizonica [21]

2.3.3 Juniperus viriginiana (Kursun kalem ardici)

Cupressaceae familyasina ait bir bitki ¢esidi olan kursun kalem ardici, deniz iklimi
etkilerinin diismeye basladigi bolgelerden baslayarak kurak bolgeye kadar dagilmakta
ve soguga, kurakliga dayanikli olmasi nedeniyle karasal iklimin bir agaci olarak
yurdumuzun her bdlgesinde yayilmistir[23]. Ciirlimeye kars1 dayanikli yapilar
sayesinde ililkemizde kursun kalem yapimi, oymacilik, kdy evlerinin i¢ dekorasyonu,
cekmece ve dolap yapiminda kullanilir[24]. Ayrica iilkemizde ardi¢ kozalaklari

romatizma agrilar1 giderici olarak ve antiseptik olarak kullanilmaktadir[26].



Resim 3:Juniperus viriginiana[25]

2.3.4 Cedrus atlantica (Atlas sedir)

Pinaceae familyasina ait bir bitkidir. 40 m. boyu 3 m. enine ulasabilir[30]. Fas ve
Cezayir’de yetisen atlas sediri bitkileri {izerinde yapilan ¢aligmalarda elde edilen yagin

antifungal[31], antimikrobiyal[32], antiviral[33] etkilerinin varlig1 bilinmektedir.



Resim 4:Cedrus atlantica [34]

2.3.5 Picea pungens engelm (Mavi ladin)

Pinaceae ailesinden olan bu tiir, serin ve nemli bolgelerde yasar[35]. Halk arasinda
soylu kozalak agac¢ diye isimlendirilir. Genellikle 30m, uygun ortamlarda 50 metreye
kadar yiikselebilirler. Ulkemizde yetisme kosullari en uygun I¢ Anadolu Bélgesi’nde ve
Istanbul ilinde goriiliir[37].



Resim 5:Picea pungens engelm[36]

2.3.6 Pinus nigra jf. arnold (Anadolu Karacami)

Pinaceae familyasina bagli bir bitkidir. Anadolu karacami tilkemizdeki agaclandirma
caligmalarinda en ¢ok kullanilan agag tiirlerinden biridir[38]. Halk arasinda mide iilseri
ve hayvanlarda mide solucani tedavisinde karacam kozalagi dekoksiyonu dahili olarak
kullanilir[40]. Ayrica halk arasinda solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar1 tedavisinde

cam recinesi kullanilmaktadir[41].
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Resim 6:Pinus nigra jf. arnold [39]

2.4 Antioksidanlar

Insan viicudunda olusan oksidatif stres ile miicadelede &ncelikli rol oynayan maddelere
antioksidanlar adi verilir. Insanlarda bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan
kendiliginden {iretilir ya da disardan hazir olarak alinirlar[43]. Kendi igerisinde iki
kisma ayrilan antioksidanlar dogal ve sentetik antioksidanlar olarak siniflandirilir.
Sentetik antioksidanlar endojen ve ekzojen antioksidanlar olmak iizere iki kisimdan
olusur. Dogal antioksidanlar enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gdstermeyen
olmak tizere iki siifta incelenir[42]. Antioksidanlar, hiicre metabolizmasinin aktivitesi
sonucu yan lriin olarak meydana gelen serbest radikaller ile savasarak koruyucu etki

gosterirler[43].

2.4.1 Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Genel olarak antioksidanlar1 endojen ve ekzojen olmak iizere iki baslik altinda toplamak

miimkiin[44,45].
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2.4.1.1 Endojen kaynakh antioksidanlar

Savunma sistemini gii¢lendiren endojen kaynakli antioksidanlari iki farkli gurup altinda

incelemek miimkiin. Enzimatik ve nonenzimatik olmak {izere iki guruba ayrilir.

2.4.1.2 Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidan tiirleri: Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPX), Gutatyon rediiktaz (GR) enzimatik koruma saglayan
antioksidanlardir  [45, 46, 47, 48].

2.4.1.2.1 Siiperoksit dismutaz

Reaktif oksijen tiirevlerine kars1 miicadelede ilk saflarda yer alir. Siiperoksit dismutaz,
siiperoksit radikalinin (O%) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2)

doniismesini saglayan enzimatik bir antioksidandir [49].

SOD
Oy + O + 2H* > HO,

Sekil 1:Siiperoksit dismutaz reaksiyonu[50]

2.4.1.2.2 Katalaz

Katalaz genellikle peroksizomlarda gorev alip mitekondri ve endoplazmik retikulumda
daha az aktivite gostermektedir [51]. Hidrojen peroksiti su (H20) ve oksijene (Oz2)

doniigiimiinii katalizleyen 6nemli bir enzimatik antioksidandir [52,53].

katalaz

H:0; H.O+ % 0

Sekil 2:Katalaz enzim aktivitesi[54]

12



2.4.1.2.3 Glutatyon peroksidaz

Hiicrelerin sitoplazmasinda gorev alan Glutatyon peroksidaz sitoplazmadaki H202‘ den
kaynaklanan oksidatif hasar1 onleyerek hiicreyi korur. Bu sayede H202°den OH’ nin

olugmasina kars1 koyar[45].

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

EL 505 2H,O

2>GSH \r / > GSSG

Glutathione peroxidase

Sekil 3:Glutatyon peroksidaz aktivitesi[55]

2.4.1.2.4 Glutatyon rediiktaz

Flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren flavoprotein bir enzim olarak karsimiza ¢ikan
Glutatyon Rediiktaz, NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina
baglayrak tekrardan Glutatyon (GSH)’ye doniistiiriir. Glutatyon NADPH serbest radikal
hasarin1 6dnlemek igin gereklidir. Heksoz monofosfat (pentoz fosfat) kaynak olarak en

onemli yoludur[46 48].

Glutatyon
Rediiktaz

GSSG + NADPH + H' ——— 2 GSH + NADP’

Sekil 4:Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi[56]
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2.5 Nonenzimatik antioksidanlar

Nonenzimatik antioksidanlar arasinda koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, glutatyon,

melatonin, {irik asit, bilurubin, alblimin, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir[45, 46,

47, 48, 57].

2.5.1 Glutatyon

Okaryotik canlilarin tamaminda bulunur. Glutatyon antioksidan gérevi goriir ve ayrica
hiicrenin redoks durumunun muhafazasinda, eikosonoidlerin iiretilmesinde, hiicre sinyal
yolaklarinin ~ diizenlenmesinde, detoksifikasyon sisteminin c¢alismasinda, gen

ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak gdrev yapar[58].

=

H
HOOC N____ COOH

H

O
= N
) H o

I [

N

Glutathione

Sekil 5:Glutatyon[59]

2.5.2 Melatonin

Pineal bezden firetilen endojen bir antioksidan olan melatonin dolasima salgilanir.
Ayrica triptofandan karanlik ortamda sentezlenir. Biitlin hiicrede gérev alan melatonin
makromolekiilleri, oksidatif strese karsi korur. Mitokondriyel DNA ve c¢ekirdek
DNA’sin1 korur. Cok genis ¢apli bir koruma saglar[60].
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melatonin HN \«

O

Sekil 6:Melatonin [61]

2.5.3 Urik asit

Kanda bulunan oksidatif strese sebep olan zararlilarin yarisindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Gorev tanimina lipid peroksidasyonu da eklenebilir. Serbest
radikallere karsi iyi bir savas¢1 olmasiin yani sira Fe ve Cu metal iyonlarina baglanip

viicuttan atilimini saglar[62, 63]

O
H
N

NH
O

N

N O
H H
Sekil 7:Urik asit [64]

2.5.4 Bilirubin

Iyi bir antioksidan gorevi géren bilirubin eritrositlerin pargalanmasi sonucu HEM
proteinlerinin yikimi1 sonucu meydana gelir. Karaciger tarafindan toplanir. Safra veya

idrar ile viicuttan atilir[65, 66]

15



Sekil 8:Bilirubin[67]

2.5.5 Albumin

Viicutta farkli bolimler arasindaki sivi dengesini saglayan, ozmotik basincin
ayarlanmasinda biiyiikk rola sahip bir proteindir. Plazmadaki 6nem arz eden
antioksidanlarin basinda gelir. Bu protein, a-antiproteaza karsi reaktif durus sergileyen

Hipokloréz asit (HOCI) oksidantlarini siipiiriir. Hipoklordz asit viicutta tehlikeli bir

oksidan tiirevidir[68].
OCH,
HL,CO O
OCH,
O
Sekil 9:Albumin[69]
2.5.6 Koenzim Q10

Hiicrenin solunum islemlerinde, enerji tiretimi gibi hayati énem arz eden islemlerde
onemli rol almaktadir. Koenzim Q10 ubikinon bilesiklerinin bir ailesidir. lyi bir serbest
radikal siipiiriiclisii olarak lipid ve protein peroksidasyonunu baskilamada gorev alir.
Ayrica mitokondri i¢ zarinda gorevli mitokondriyal enzimlerin en az ii¢ tanesinde

(Kompleks I, II, IIT) kofaktor olarak gorev alir. Bu baglamda oksidatif fosforilasyonda
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onemli gorevi vardir. Koenzim Q10’un indirgenmis hali olan ubikinol (CoQHb2),

elektron ve proton taginimi sirasinda lipofilik bir antioksidan olarak hareket eder[70].

@

0 CH,

H,C

H3C\O X H

O CHy |, o

Sekil 10:Koenzim Q10 [71]

2.5.7 a-Lipoik asit

a-Lipoik asit (LA), hidroksil, peroksinitrit anyonu, hipoklordz asit ve single oksijen
reaktiflerine kars1 antioksidan gdrevi goriir. Ayrica a-Lipoik asit indirgenmis tiirevi olan

dihidrolipoik asit (DHLA)’ de iyi bir antioksidan maddedir[72].

O

OH

.S
S

Sekil 11:a-Lipoik asit [73]

2.5.8 Selenyum

Antioksidan 0zelligine sahip selenyum ayni zamanda bagisiklik gii¢lendirici olarak
gorev alir. Selenyum Gpx aktivitesini engelleyerek reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini
engeller[21]. Insan viicudunda selenoprotein adi verilen; metabolik enzimler,
antioksidan enzimler ve antioksidan proteinlerin gérevlerine gore ayrilan en az 25 ¢esidi

bulunmaktadir[74].
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2.5.9 Seruloplazmin ve transferrin

Beyin ve diger bircok organda sentezlenen seruloplazmin ve transferrin viicutta farkl
fonksiyonlara sahip 6nemli antioksidanlardandir. Transferrin hiicreler arasi Fe*
taginmasinda gorev alan asil protein iken, kandaki Cu’nun yaklasik %95’ini tasima
gorevi 02 serum glikoproteini olan seruloplazmine aittir. H2O2’nin toksik olan OH’ye
doniisiimiinii fenton reaksiyonu ile katalizleyerek oksidatif stres olusumuna sebep olan
Ferrozin iyon(Fe*?)’unun konsatrasyonunu azaltmak, Transferrin molekiiliiniin
viicuttaki antioksidan gorevinin kanitidir. Seruloplazmin, eritrosit zarlarinda gorevli

coklu doymamis yag asitlerinin reaktif oksijen zararlilarina karsi korur[76].

EQN:;—O

Sekil 12:Seruloplazmin[77] Sekil 13:transferrin[78]

2.4.1.2 Ekzojen kaynakh antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlarin yani sira ekzojen kaynakli olanlar vitaminler ve

ilaglardan olusur.

2.4.1.2.1 Vitamin kaynakh antioksidanlar

Vitamin kaynakli antioksidanlar, B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve

folik asit (Vitamin B9), a-tokoferol (Vitamin E) disaridan alinan 6rnekleridir.
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2.4.1.2.2 Vitamin E

Yagda ¢oziinebilen iyi derecede antioksidan etki gdsteren bir vitamindir. insan
viicudunda farkli formlar1 olmasina karsin antioksidan etki bakimindan géze en c¢ok
carpan formu o-tokoferol’diir. Lipid peroksidasyonuna karsi savasarak hiicre
membranini korur. Kolon kanseri kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar gibi

onem arz eden konularda metabolizmay1 giiclendirmektedir [47] .

CH,
HO
H.C
CH,
Sekil 14:Vitamin E[79]
2.4.1.2.3 Vitamin C

Diger adi askorbik asit olan vitamin C norotrasmitter madde, kollajen ve karnitin gibi
hayati 6nem arz eden maddelerin sentezinde gdrev alan, suda ¢dzilinen bir antioksidan
tiriidiir[80]. Vitamin C, reaktif oksijen ve reaktif hidrojen tiirevlerini etkisiz hale
getirerek giiclii bir antioksidan gorevi goriir. Bazi yagda ¢oziilen reaktif maddelere karsi

a-tokoferoliin olugmasina yardimci olarak ayni zamanda koantioksidan gorevi

gorur[81].
HO
HO OH

Sekil 15:Vitamin C [82]

2.4.1.2.4 p-karoten

Oksijen radikkalerine karsi iyi bir antioksidan olan [-karoten, retinada retinole

dontiserek gece karanliginda gérme islevini iyilestirmede etkin gorevi vardir. Yagda
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cozlinen karatenoid ailesine ait bir iiyedir. Ayn1 zamanda provitamin o6zelligini A

vitaminine doniisebildigi i¢in 6dnem kazanmaktadir[47].

Sekil 16:p-karoten [83]

2.4.1.2.5 Folik asit

Reaktif oksijen radikallerine karsi giiclii bir etkiye sahip olan folik asit[84], suda
coziinebilen vitamin B ailesine ait bir iiyedir. Erkeklerde spermatogenesis i¢i ¢ok
onemli role sahiptir. Ayrica kadinlarda iireme doneminde, ¢ocuklarda gelisim
doneminde hayati dnem tasiyan antioksidanlardandir. DNA sentezi ve hemoglobin

sentezinde de 6nemli rolleri vardir[85].

o Os,OH
5 /@AH OH
HN N ™N ©
P H
. —~
HoN" N7 N

Folic acid

Sekil 17:Folik asit[86]

2.4 Antibakteriyel 6zellik

Gegmisten gilinlimiize saglik sektorli basta olmak iizere farkli amaclar dogrultusunda

kullanilan bitkiler giiniimiizde hala ila¢ sanayisinde birinci derece kaynak olarak 6nem
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arz etmektedir. Bitkilerin insan saglig1 tizerindeki olumlu etkileri g6z oniine alindiginda
yapilan ¢alismalarin birgogunun bitkisel kaynakli olmast normal karsilanmalidir.
Bitkilerin antibakteriyel 6zelliklerinin test edilmesi eski tarihlerde kok, govde, yaprak
ve rizom ekstraktlar ile yapilmistir[87]. Ulkemizde de bitkiler uzun yillardan beri
saglik calismalarinda kullanilmaktadir. Bu baglamda kullanilan bitkilerin antibakteriyel
etkisi  bitkinin, yasadigi bolgeye, tiiriine, konsantrasyonuna ve uygulanan

mikroorganizmanin cinsine ve sayisal cogunluguna baglidir[88].

Antibakteriyel etki tam olarak dogal veya sentetik bir maddenin bakterilere karsi
Oldiirme kabiliyetinin tanimidir. Antibakteriyel etkisi bilinen bazi bilesikler su sekilde
siiflandirilabilir; fenolik asitler, terpenoidler, fenolikler, basit fenoller, yaglar,
alkoloidler, flavonoidler, lektinler ve polipeptitler, poliasetilenler[89]. Son yillarda halk
arasinda kullanimi siklasan sentetik antibiyotiklerin sinirlandirilmasi dogal antibiyotik
sinifina giren bitki ekstraktlarina yonelimi artirmistir. Sekonder metabolitler olarak
adlandirilan, bitkilerin bulunduklar1 ¢evrede biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi
savunmada kullandiklar1 biyokimyasal maddeler[90] antibakteriyel olarak insanlar

tarafindan kullanilmaktadir.

Antibakteriyel etkinin boyutunu tayin etmede kullanilan yodntemlerden biri disk
difiizyon yontemidir. Bu calismada bu yontemden yararlanilmistir. Bu yontem ile
mikroorganizmalarin bulundugu agar kiiltiirtinde belirli boyutlarda kuyucuklar acilir. Bu
kuyucuklara belli miktarlarda ekstrakt doldurulup inkiibasyon siiresince etiivde birakilir.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra, kullanilan madde etkili ise kuyucuklarin gevresinde
belirgin bigimde bulamklik gdzlenip inhibisyon zonlar1 olusmaktadir. Uremenin varlig

veya yoklugu, kuyucuklarin etrafindaki bulaniklik seviyesine gore belirlenir[91.92.93].
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3. BOLUM
3.1 MATERYAL

3.1.1 Calismalarda kullanilan cihazlar

Bu caligmada: Baharat 6giitlicii (Sinbo Scm-2934), sonikasyon cihazi (Bandelin HD
2070), etiiv (SELECTA 2001244 00-E 53034), spektrofotometre (Tetra T60), soxhlet
ekstraktorii (ISOLAB laborgerate GmBh), otoklav (Tetra MED 20), saf su cihazi
(ISOLAB LWD-3004), hassas terazi (Sohn GmbH), buzdolabi (VESTEL), 151k
mikroskobu (Soif optikal instruments), rotary evaporatdr (BUCHI) cihazi kullanilmistir.

3.1.2 Calismada kullamlan kimyasallar

Calismada kullanilan deneysel kimyasallar: Sodyum karbonat (Na2COs3), sodyum kloriir
(NaCl), Nutrient Agar, (Merck) Metanol, (Merck) Nutrient broth, (SIGMA-Aldrich)
DPPH [2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl], (SIGMA- Aldrich) FeClz, (SIGMA-Aldrich) 3-
(2-pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4’,4’- disulfonic acid sodium salt, (Merck)
Hekzan, folin-Ciocalteu's phenol reagent, (Merck) Aseton ve (Alkomed) Etil alkol (%
96) kullanilmstir.

3.1.3 Calismada kullanilan test bakterileri

Calismada kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6051, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Micrococcus luteus ATCC 4698, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 11229, suslart Prof. Dr.
Belma ASLIM’m biyoteknoloji laboratuvarindan (Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi)

temin edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Ekstraksiyon islemi

Bu calismada kullanilan kozalaklar Nevsehir ilinden toplanmistir. Toplanan kozalaklar
baharat 6giitiicii yardimi ile ogiitlilmiistiir. Her 0giitme isleminden sonra dgiitiiciiniin
temizlenmesine dikkat edilmistir. Her 6rnek ayr1 ayr1 6giitiiliip 60-150gr aras1 tartilip
paketlenmistir. Ornekler filtre kagit icerisinde soxhlet cihazina yerlestirilmistir. Bu
asamadan sonra ekstraksiyon diizenegi kurulup her bir 6rnek i¢in 350 mL etanol
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kullanilarak ekstraksiyon islemi baslatilmistir. Her bir 6rnek i¢in ekstraksiyon siiresi
ortalama 24 saat olup Orneklerin tam anlami ile ektrakte edilmesi saglanmistir.
Ekstraksiyon iglemi biten her 6rnek agzi kapali bir cam sise icerisinde +4° de muhafaza

edilmistir.

=Y oounlastirmma boaf2umlary

L-- - B fle so@atina

- Sifomlmima kolo

= C¥rnek haznesi
N, -
Dmmek

Ty —— Favoatma balomm
|

:E ..:-' e il
= Isntacy
Resim 7:Soxleth cihaz1[94]

Ekstraktaki alkoliin ugurulmasi i¢in evoperatdr cihazi kullanilmistir.

Main Condenser———

WVaccum Gauge

Tamperatura Test Port

Inkat Valve

Wica Condansas ————

Digital Conveartar

Reacaiving Flask———

Discharge Vahe ———

Resim 8:Evoporator cihazi[95]
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Evoperator cihazindan alinan ornekler eser miktarda alkol icermesi sebebi ile agz1 agik
bir sekilde cam petrilerde +60 °C de etiiv cihazinda kalan alkol ugurularak saf halde

ekstrakt elde edilmistir.

3.2.2 DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi

Kullanilan ekstraktin serbest radikal siipiirme aktivitesi, giiclii bir radikal olan DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’1 indirgeme yetenegine gore Ol¢iilmiistlir]97]. Sentetik
radikal sinifinda olan DPPH gii¢lii bir radikal olmasina karsin antioksidan deneylerinde

onemli bir belirleyici faktordiir.

N—N NO,

Sekil 18:DPPH kimyasal yapisi[96]

Caligmanin bu boliimiinde Nevsehir ilinden toplanan 6 farkli igne yaprakli aga¢ (Thuca
occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus atlantica, Picea pungens engelm, Pinus
nigra jf. arnold, Cupresus arizonica) kozalagindan elde edilen ekstraktlarin DPPH

radikali siipiirme aktivitesine bakilmistir.

Calismada her bitki i¢in 100ppm, 150ppm, 200ppm, 250ppm konsantrasyon
degerlerine sahip metanol ekstraktlar1 hazirlanmistir. Toplamda ImL olacak sekilde
ayarlanan Ekstrakt + metanol karisimina % 0,004 konsantrasyonda ImL DPPH radikali
eklenerek karanlik ortamda hava almayacak bicimde 30dk muhafaza edilmis ve

ardindan 517nm dalga boyunda spektrofotometre ile absorbans degeri okunmustur.
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Koyu mor renkte olan DPPH radikali, kullanilan antioksidan maddeden bir adet proton
almak kaydi ile o, adifenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine indirgenir, bu indirgenme
sonucu acik bir renk alir[98]. Negatif kontrol icin 1 mL metanol + 1 mL DPPH
cozeltisi, pozitif kontrol i¢in belirlenen konsantrasyonlarda ekstrakt + 1 mL ye
tamamlayacak kadar metanol + 1 mL DPPH kullanilarak 517nm’ de absorbans degeri

okunmustur.
DPPH % siipilirme aktivitesi su formiile gore belirlenir. {(A— (B —-C )/ A)*100}

A= Negatif absorbans degeri, B= Ornek absorbans degeri, Pozitif absorbans degeri

olarak belirlenmistir.

3.2.3 Metal iyonlar selatlama

Calismanin bu asamasinda kullanilan ekstraktlarin metal iyonlarina kars1 gosterdikleri
selatlama etkisi ol¢iilmiistiir. Bu ¢calismada Decker ve arkadaslarinin[99] metoduna bazi
modifikasyonlar kazandirilarak yapilmistir. Calismada 100ppm, 150ppm, 200ppm,
250ppm konsantrasyon degerleri kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyondaki
ekstraktlara 250ul 2mM FeClz ve 100ul SmM ferrozin ¢ozeltisi eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda bekletmeye birakilmistir. Bu islemden sonra karisimin spektrofotometrik
degeri 562 nm de okunmustur. Absorbisyon degerleri {[A - [B - C] / A]*100}
formiiliine gore degerlendirilip % selatlama degeri hesaplanmistir. Formiilde belirtilen
kisaltmalar: A= Negatif kontrol degeri B= Ornek absorbans degeri C= Pozitif kontrol
degerini sembolize etmektedir. Negatif kontrol olarak tiipte yalnizca 50ul FeClz ve

100pl ferrozin ¢ozeltisi ve 2mL Metanol ¢ozeltisi eklenmistir.

3.2.4 Toplam fenolik icerik miktar1 belirleme

Bu kisimda Folin-Ciocalteu reaktif biyomolekiilii kullanilarak, gallik asit esdegeri
olarak belirlenmistir[100]. Bu asamada 0,1 mL kozalak ekstrakti + metanol karisimina
0,2 mL %350 folin biyomolekiilii eklenerek homojen bir karigim elde edene kadar vortex
cihazi ile karistiritlmis ve 3 dk bekletmeye biraktik. Bu siire sonunda karisima 1 mL %
2’lik NaxCOs eklenerek 45 dakika oda sicakliginda bekletmeye alinmigtir. Bu siire
sonunda her 6rnegin absorbans degeri 760 nm dalga boyunda 6lgiiliip belirlenen formiil

yardimi ile 6rneklerdeki total fenol miktar1 belirlenmistir.
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Total fenol: y = 0,0063x — 0,0101 x = (y+0,0101) / 0,0063
y: ABS degeri
x: fenol miktar1 (ug cinsinden)

3.2.5 B-karoten ve likopen miktar tayini

Ekstraktlarin B-karoten ve likopen miktarinin tayini i¢in 6nceden aseton ve hekzan 4mL
/ 6mL oranlarinda karigtirllmis ve Onceden tartilan 0,1g kuru kozalak ekstrakti ile
homojen olarak karigtirllmigtir. Burada aseton hekzan karisimi ¢oziici gorevi
gormiistlir. Karisim sonucunda tiim drnekler 453 nm, 505 nm, 663 nm dalga boylarinda
Olclilmiis ve kaydedilmistir. Asagida belirtilen formiillerden yararlanarak B-karoten ve

likopen miktarlar1 belirlenmistir.
B-karoten: [0,216 x a(663nm) — 0,304 x a(505nm) + 0,452 x a(453nm)]

Likopen: [-0,0458 x a(663 nm) + (0,372 x a(505 nm) + (0,0806 x a(453 nm)] sonuglar
100 mL’de var olan mg cinsinden B-karoten ve likopen miktarini ifade eder. Islemdeki a

spektrofootometrede okunan dalga boyunu ifade eder.

3.2.6 Antibakteriyel aktivite tayini

Calismada toplam 6 bakteri tiirli (Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Micrococcus luteus ATCC 4698, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 11229, Bacillus subtilis ATCC 6051 suslar)
kullanilmistir. Kullanilan bakteriler aktiflestirilerek nutrient sivi besiyerine 100 pL

aktarilmis ve 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir.

Aktif bakteriler ekilmis petrilere 8 mm lik kuyucuklar agilarak, her bir kuyuya 100ul
bitki ekstrakti eklenmistir. 37° C sabit sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilarak olusan

zon ¢aplari cetvel yardimi ile dl¢tilmiistiir.
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Resim 9:Ekstraktlarin Escherichia coli ATCC 11229 iizerine antibakteriyel etkisi.

3.2.6 Antibiyotik duyarhhk testi

S1v1 besiyerleri igerisinde aktiflestirilen bakteri érneklerin her birinden 100 pL alinarak
nutrient agar bulunan petri kaplarina aktarilmistir. Bu asamadan sonra antibiyotik
diskler besiyeri iizerine yerlestirilmis ve 37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu ¢alismada 10 farkli antibiyotik kullanilmigtir. Kullanilan antibiyotikler
(Ampisilin AM10, Erythromcin E15, Gentamisn CN10, Cefiksim CFMS5, Oksalisin
OX1, Penisilin P10, Ceftriakson CRO30, Amoksilin AMC30, Amoksilin AMC30) olup
kozalak ekstraktlarinin antiakteriyel aktivitelerini mukayese etmek amaci ile antibiyotik

duyarhlik testi yapilmistir.

3.2.7 istatiksel veriler

Elde edilen veriler SPSS (Statical Package for Social Sciences) for Windows 21,0
programi kullanilarak yorumlanmistir. Caligmada kullanilan metotlar 3 tekrarl yapilmig

olup elde edilen degerlerin ortalamasi kullanilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR

4.1 Kozalaklarin toplandig: bolgeler

Bitkiler tiirleri Toplandig1 bolge

Thuca occidentalis Nevsehir Hac1 Bektag Veli Universitesi Kampiisii

. Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Kampiisii
Cupressus arizonica

. e Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Kampiisii
Juniperus viriginiana

Cedrus atlantica Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Kampiisii

. Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Kampiisii
Picea pungens engelm

Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Kampiisii

Pinus nigra jf. arnold

Tablo 4.1:Kozalaklarin toplandig1 bolgeler

4.2 DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi

Bu calismada 100ppm, 150ppm, 200ppm, 250ppm konsantrasyonlarinda kozalak
ekstraktlar1 kullanilmistir. Konsantrasyon arttikca DPPH siiplirme aktivitesinin arttigi
gozlemlenmistir. DPPH siipiirme yetenekleri goéz oOniline almip ICso degerleri
hesaplandiginda serbest radikal yakalama aktivitesi en yliksek olan tiir Pinus nigra jf.
arnold (55,8 ng / mL siiptirme aktivitesi % 60,1— % 98,6) iken, en diisiik olan tiir Thuca
occidentalis (200,4 pg / mL stiplirme aktivitesi %33,14 - %58,45) dir.

Bitki tiirleri ICso Degerleri [png / mL] DPPH siipiirme aktivitesi[%)]
Thuca occidentalis 200,40 %33,14 - %58,45
C . 119,49 %35,30 - % 98,40
upressus arizonica
) L 65,50 %26,60 - %60,20
Juniperus viriginiana
) _o
Cedrus atlantica 90,45 /632,64 - 974,93
. 60,35 %60,50 - %98,80
Picea pungens engelm
0 _o
Pinus nigra JF. arnold 33,80 /060,10 - %98,60

Tablo 4,2:Orneklere ait ekstraktlarin DPPH serbest radikali siipiirme yetenekleri

ve ICso degerleri
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4.3 Metal iyonlar: selatlama aktivitesi

Bu calismada 100ppm, 150ppm, 200ppm, 250ppm konsantrasyonlarda kozalak
ekstraktlar1 kullanilmistir. Konsantrasyon arttikca metal iyonlar1 selatlama aktivitesinde
orantilt bir artig gozlenmistir. Calismada kullanilan tiim bitki ekstraktlarinin metal
iyonlar1 inhibisyon yetenekleri géz Oniinde bulundurularak I1Cso degerleri tespit
edilmistir. En 1yi1 aktivite Pinus nigra jf. arnold (61,0 mg/mL selatlama aktivitesi %55,5
- %74,6) tirinde en diisiikk aktivite ise Thuca occidentalis(236,2 mg/mL selatlama
aktivitesi %22,3 - %52,8) tiirlinde tespit edilmistir (Tablo4.3).

Bitki tiirleri ICso degerleri [mg / mL] Yiizde arahiklar: [%)]

Thuca occidentalis 236,2 %223 - %52,8

Cupressus arizonica 129,3 %42,1 - %92,1

. o 216,1 %42.,9 - %52,5
Juniperus viriginiana

0 _o

Cedrus atlantica 173,5 /42,6 - %638,4

. 79,6 %54,3 - %78,1
Picea pungens engelm

61,0 %55.5 - %74,6

Pinus nigra jf. arnold

Tablo 4.3:Orneklere ait ekstraktlarin metal iyonlar1 selatlama yetenekleri ve

ICso degerleri

4.4 Biyoaktif icerik miktari

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi igerigindeki biyoaktif maddelerin miktarina baghidir.
Pinus nigra JF. arnold total fenol miktar1 bakimindan en yiiksek (340,23 mg/g),

Juniperus viriginiana ise en diisiik (213,82mg/g) miktara sahip oldugu tespit edilmistir.

Likopen igerigi bakimindan Pinus nigra jf. arnold (0,590ug/g)en yiiksek degere sahip
tiir iken en diisiik tiir juniperus viriginiana (0,516 pg/g) oldugu tespit edilmistir.

[J-karoten icerigi bakimindan Cupressus arizonica (0,95 ng/g ) en yiiksek degere sahip

tiir iken Pinus nigra jf. arnold(0,39 pg/g) en diisiik tiir oldugu belirlenmstir.
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Bitkiler

Biyoaktif icerik

Total fenol [mg / g] | Likopen [ug/g] | O-karoten [ng /gl
Thuca occidentalis 320,03 0,574 0,79
Cupressus arizonica 293,82 0,545 0,95
Juniperus viriginiana 213,82 0,516 0,88
Cedrus atlantica 272,23 0,544 0,68
Picea pungens engelm 274,93 0,520 0,62
Pinus nigra JF. arnold 340,33 0,590 0,39

Tablo 4.4:Total fenol, likopen ve [J-karoten miktarlar

4.5 Antibakteriyel aktivite

Bu ¢alismada tiim bakteriler lizerinde etki gosteren bitkiler Pinus nigra jf. arnold, Picea

pungens engelm, Cedrus atlantica, Juniperus viriginiana’dir. En diisiik etki gdsteren

bitki Thuca occidentalis tir.
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BAKTERILER

SR .
N ]
3 |8 S3 |8
BITKILER R =S | 82 |8+ |52 |8
< § 2 5 | S | ¥ | £¢8
SRS 25 |53 | 8% |88 |88
SN 3 s RE | [ 3 SIS = 3
Thuca occidentalis | - 202 2543 202 12+1 1642
Cupressus arizonica | - 3544 3543 2342 2543 20+1
Juniperus 17+1 201 152 20+3 17+2 1543
viriginiana
Cedrus atlantica 16+1 21+2 23+2 20+3 20+1 32+4
Picea pungens 3042 5+1 5+1 25+¢1 | 20+£3 | 35+2
engelm
Pinus nigra jf. 25+2 35£3 | 30+£3 | 30+4 | 21£1 | 30£2
arnold

Tablo4.5:Kozalak ekstraktlarin antibakteriyel etkileri

4.6 Antibiyotik duyarhlik testi

Calismada kullanilan bakterilerin antibiyotiklere(Ampisilin AM10, Erythromcin E15,
Gentamisn CN10, Cefiksim CFMS5, Oksalisin OX1, Penisilin P10, Ceftriakson CRO30,

Amoksilin AMC30, Amoksilin AMC30) kars1 ne derece duyarli olduklar1 test

edilmistir. Hazir halde bulunan besiyerine antibiyotik diskleri yerlestirilerek uygun

sartlarda 24 saat beklendi. Siirenin sonunda antibiyotik disklerinin bakteriler tizerindeki

inhibisyonu 0Ol¢iilmiistiir. Detayli bilgi tablo 4.6 da verilmistir.
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BITKILER

§ g ” %)
3 S N g g 3
PR . = ‘9 8 ) E Q 8
ANTIBIYOTIKLER N 3 o NS Sz S .§ 8 .
< s § S RS ERS: 53
23 2 3 = g S S 2 & S £
SIRS SIS SIS Q2 ~ s = 2
Ampisilin AM10 19+1 - 2540 16+1 - -
Erythromcin E15 14+1 - 18+0 20+0 - 52+4
Gentamisn CN10 16+1 16+1 14+0 - - 11+1
Cefiksim CFM5 - - - 10+1 23+2 940
Oksalisin OX1 - - - - - 3242
Penisilin P10 18+1 - 21+1 11+1 - -
Ceftriakson CRO30 14+0 10+0 11+0 13+0 25+0 -
Amoksilin AMC30 18+2 - 0+0 3042 4+1 -
Cefuroksim CXM30 13+0 - 9+0 17+1 9+t1 7+3
Cefoksitin FOX30 - - - - 20+2 3143
‘-¢ direng yok

Tablo 4.6: Antibiyotiklere kars1 direng (mm)
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5. BOLUM
TARTISMA

Giiniimiizde bir¢ok bitki ilag sanayi, ¢evre diizenlemesi, agir sanayi, fenni yem, gida
sanayi olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bitkiler c¢evresel sartlara uyum
saglamak i¢in primer ve sekonder metabolitleri {iretirler. Bu bilesikler ilag sanayinde
vazgecilmez bir oneme sahiptir (). Bu c¢alismada Nevsehir ilinde yetisen bazi igne
yaprakli agaglarin (Thuca occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus atlantica, Picea
pungens engelm, Pinus nigra jf. arnold, Cupresus arizonica) kozalaklarindan elde
edilen ekstraktlarin DPPH serbest radikal siiplirme, metal iyonlar1 selatlama aktiviteleri,

antibakteriyel etkileri, total fenol igerik, [I-karoten ve likopen miktarlari incelenmistir.

5.1 DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi

Bir maddenin antioksidan o6zelliginin varligt DPPH radikali siiplirme aktivitesi
yontemine gore belirlenmektedir. Bu ¢aligmada 100ppm, 150ppm, 200ppm, 250ppm
konsantrasyonda DPPH miktar1 Slgiilmistiir. Kullanilan ekstraktlarin konsantrasyonu
arttikca antioksidan aktivitelerinde de artis goriilmiistir. DPPH radikali siiplirme
aktivitesi bakiminda en iyi deger Pinus nigra jf. arnold(ICso: 55,8 pg / mL, indirgeme
aktivitesi % 60,1— % 98,6), en diisiik deger Thuca occidentalis (I1Cso: 200,4 ng / mL
indirgeme aktivitesi %33,14 - %58,45) tiiriinde goriilmiistiir. Bu caligmada sentetik bir
antioksidan tiirii BHT molekiilii kullanilmistir. BHT molekiilii ICso degeri 43 pg / mL
olarak belirlenmistir. Sonuclar karsilastirildiginda zaman Pinus nigra jf. arnold’n
DPPH siiplirme potansiyeli sentetik olarak {iiretilen BHT molekiiliine yakin oldugu

tespit edilmistir.

Karapandzova ve arkadaslarinin[102] yaptig1 calismada pinaceae ailesine ait bazi
tiirlerin esansiyel yag analizlerini yapmis ve ucgucu yaglarin ana bilesenleri olan
monoterpenleri ortaya c¢ikarmislardir. Bu c¢alismaya gore bulunan monoterpenler
sunlardir: a-pinen (% 23,8-39,9,% 21,2-23,3), kamfen (% 2,2-5,5,% 0,7-2,0), B-pinen
(% 10,1-17,1, % 8.2-16.4), mirsen (% 1.2—-1.41,% 1.6-2.5), limonen + B-phellandrene
(% 6.8-14.0,% 8.8-23.6) ve bornil asetat (% 2.3-6.9,% 1.1-3.4). Sunulan degerlere
gore a-pinen miktari yliksek ¢ikmistir.
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Sahin ve arkadaslarinin[103] yaptig1 ¢alismada biberiye bitkisinden elde edilen a-pinen
molekiiliiniin yiiksek derecede antioksidan etkiye (ICso: 54uM) sahip oldugunu
belirtmistir. Karapandzova ve arkadaslarinin[102] yaptig1 ¢alismada pinaceae ailesine
ait bazi tiirlerin yiiksek miktarda a-pinen bulundugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
Pinus nigra kozalaginin en yliksek etkiye sahip olmasi igeriginde yiiksek aktiviteye

sahip a-pinen fenolik bilesiginden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Hofmann ve arkadaglarinin[104] yaptiklar1 calismada Pinus nigra jf- arnold tiiriine ait
olgun kozalaklardan elde edilen metanol ekstraktinda DPPH siiplirme aktivitesi 1Cso
degerini 40.63 + 0.86 bulmustur. Bu calismaya kiyasla daha iyi bir sonug elde etmistir.
Hofmann deneyde ekstraksiyon agamasinda ¢dziicii olarak aseton ve su kullanmistir. Bu
calismada ¢Oziicli olarak etanol kullanildi sonuglarin farkli ¢ikmasi ¢oziicii farkindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

5.2 Metal iyonlan selatlama aktiviteleri

Metaller baglanma egilimi olan molekiiller ile yeni bilesikler olusturma giiciine sahiptir.
Fe™ iyonun Fe™? iyonuna yiikseltgenmesi demir metalinin baska bir molekiil ile bilesik
olusturdugu anlamina gelir. Bu ¢alismada kozalak ekstraktlarinin demir iyonu ile bilesik
yapabilme kapasiteleri Ol¢iiliip karsilastirllmistir. Bu yontem renk degisimi esasina
dayanir. Normalde sar1 renkte olan karisimin, reaksiyonun gerceklesmesi ile Prusya

mavisine donlisiimii esas aliir[105].

Bu calismada kullanilan 6rnekler arasinda en iyi sonug¢ Pinus nigra jf. arnold (I1Cso 61,0
selatlama aktivitesi %55,5 - %74,6) tiirlinde tespit edilmistir. Konsantrasyon arttik¢a
selatlama oraninin arttig1 tespit edilmistir. En diisiik aktivite Thuca occidentalis (1Cso:
236,2 selatlama aktivitesi %22,3 - %52,8) orneginde tespit edilmistir.

Ustiin ve arkadaslarinin[106] yaptig1 ¢alismada Tiirkiye’deki Pinus tiirlerinin dal ve
yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin yiiksek derecede antioksidan etki
gosterdikleri belirtilmistir. Ayrica bu calismada metal iyonlar1 selatlama aktivitesi
incelenmis ve en yiiksek deger Pinus nigra (ICso 67.77) tiiriinde bulunmustur. Bu
calismadan elde edilen metal selatlama sonuglari Ustiin ve arkadaslarim buldugu

sonugtan daha iyidir.

Ustiin ve arkadaslarmin[106] yaptig1 calismada Pinus nigra’nin ugucu yagmin GC-MS

ile fenolik bilesen analizinde % 69.5 oraninda o-Pinen maddesi bulunmustur. Bu
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calismada da yiiksek oranda metal selatlama aktivitesinin a-Pinen varligina bagli oldugu

diistiniilmektedir.

5.3 Biyoaktif icerik tayini

Bu calismada 6 farkli 6rnegin (Thuca occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus
atlantica, Picea pungens engelm, Pinus nigra jf. arnold, Cupresus arizonica) Total
fenol, likopen ve [J-karoten miktarlar1 belirlendi. Antioksidan aktivite ile baglantil
calisan total fenol bilesikler lipid oksidasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir yere
sahiptir[107]. Fenolik bilesiklerin giinde 1g’a kadar alinmas1 mutajenez ve karsinojenez
tizerinde engelleyici rol aldig ileri stiriilmiistiir[ 108]. Bu ¢alismada total fenolik igerik
bakimindan en yiiksek degere sahip kozalak ekstrakti Pinus nigra jf. arnold a
(340,33mg/g) ait iken, igerik bakimindan en diisik miktar Juniperus
viriginiana(213,82mg/g) tiliriinde tespit edilmistir. Bu calismada total fenol miktari
yiiksek olan ekstraktin hem DPPH siiplirme aktivitesi hem de metal selatlama

aktivitesinin yliksek oranlarda goriilmesi tezimizi destekler durumdadir.

Ustiin ve arkadaslarinin[109] yaptiklari ¢alismada Pinus nigra tiiriiniin diken yaprak
ekstraktina ait total fenol miktarun 63.14 + 2.35 mg/g oldugu rapor edilmistir. Bu
calismada elde edilen sonu¢ ¢ok daha fazladir. Buradaki biiyiik farkin temel sebebi bu

calismada kozalak ekstrakti kullanilmis olmasidir.

Likopen bitkilerde renk pigmenti olarak bilinen koyu kirmizi renkte bir maddedir.
Giglii antioksidan aktiviteye sahip bir bilesendir. Bu ¢alismada likopen miktar1 en fazla
Pinus nigra jf. arnold(0,590ug/g) tiirtinde en diisiik miktar juniperus viriginiana (0,516
ng/g) tiirtinde tespit edilmistir.

[J-karoten vitamin A’nin hammaddesidir. Yagda ¢oziinen bir pigmenttir. Oksidasyon
sonucu meydana gelen serbest radikalleri scavenging mekanizmasi ile ortadan
kaldirarak olusabilecek hastaliklarin Oniine ge¢mektedir. Bu c¢alismada [J-karoten
miktar1 en yliksek ¢ikan tiir Cupressus arizonica [0,95n1g /g], miktar1 en diisiik tiir Pinus

nigra jf. arnold (0,39 ng/g) tiir olarak tespit edilmistir.

Bu calismada bitkilerin kozalak kisminin kullanilmasi [1-karoten ve likopen miktarinda

diisiik sonug¢ alinmasina sebep olmustur.
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5.4 Antibakteriyel aktivite

Bu asamada Nevsehir ilinde yetisen 6 farkli igne yaprakli agacin kozalak ekstraktlarinin
antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Calismada kullanilan 6 tiirden 4 tanesi tiim
patojenler iizerinde etki gdstermistir. Orneklerden en iyi sonug¢ Pinus nigra jf. arnold

tiiriinde goriilmiistiir. En az aktivite ise Thuca occidentalis tiriinde tespit edilmistir.

Bu ¢alismada ayrica patojen bakteriler lizerinde kozalak ekstraktlar1 ile mukayese etmek
icin antibiyotik disk calismasi yapilmistir. Burada amag¢ bu calismada kullanilan bitki
ekstraktlarinin antibakteriyel etkisinin, gliniimiizde ticari olarak kullanilan kimyasal
antibiyotiklerin patojenler {izerindeki etkisi ile karsilastirmaktir. Patojenlere kars1 en iyi
etkiyi Cefuroksim CXM30 antibiyotigi gostermistir. Bu ¢aligmada en iyi etki gosteren
kozalak ekstraktlar1 ile karsilastirildiginda, Cefuroksim CXM30 antibiyotiginin
etkisinin zayif oldugu goriilmektedir. Burada anlasilacagi tizere bu ¢alismada kullanilan
metanol ekstraktlarinin piyasada var olan antibiyotiklere oranla ¢ok daha iyi sonug
verdigi goriilmektedir. Kullanilan kozalak ekstraktlarinin antibakteriyel etki gostermesi

yiiksek derecede biyoaktif icerige sahip olmasi ile agiklanabilir.

Demirci ve arkadaglarinin[110] yaptig1 ¢alismada eyliil ayinda toplanan Pinus nigra
tiiriine ait kozalaklardan elde edilen ugucu yaglarin B.substilis ATTC6633 susu lizerinde
12 mm zon cap1, E.coli ATTC39628 susu iizerinde 12 mm zon c¢api, P.aeruginosa
ATTC27853 susu iizerinde 13 mm zon ¢ap1 dlgmiistiir. Bu ¢alismada Pinus nigra tiiriine
ait kozalaklardan elde edilen metanol ekstraktr B.substilis ATTC6633 susu lizerinde 30
mm zon c¢api, E.coli ATTC39628 susu lizerinde 25 mm zon capi, P.aeruginosa
ATTC27853 susu iizerinde 21 mm zon ¢ap1 6lgmiistiir. Bu ¢alismada metanol ekstrakti
kullanmamiza ragmen ugucu yaglardan elde edilen sonuglardan ¢ok daha yiiksek sonug

alinmustir.

Demirci ve arkadaglarinin [110] yaptig1 calismada antimikrobiyal aktivitenin ugucu yag

iceriginde olan a-pinen miktari ile orantili oldugunu savunmustur.

Bu calismada antibakteriyel, DPPH ve metal iyonlar1 selatlama aktivitesi géz Oniine
alindiginda en iyi sonuglarin Pinus nigra tiirinde goriilmesi, bu tiire ait yapilan GC-MS

analizinde[110] yiiksek oranda a-pinen maddesinin bulunmasi ile agiklanabilir.
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Digrak ve arkadaslarinin[111] yaptig1 calismada Pinus nigra tiiriine ait kozalaklardan
elde edilen metanol ekstraktinin Escherichia coli bakterisine Kkarsi aktivite
gostermedigi, kloroform ekstraktinin Escherichia coli bakterisine karst 10 mm
capinda zon olusturdugu belirtilmistir. Ayn1 ¢calismada metanol ekstraktinin Listeria
monocytogenes’e karst 16 mm zon ¢api, Enterobacter aerogenes’e karst 15 mm zon
cap1, Bacillus subtilis’e karst 16 mm zon cap1 olusturdugu rapor edilmistir. Bu
calismada alinan metanol ekstraktlar1 sonucu Digrak ve arkadaslarinin yaptigi

caligmaya kiyasla ¢ok daha iyi sonug¢ vermistir.

Elde edilen veriler bu alanda yapilacak ¢aligmalar i¢in kaynak olacak ve ticari olarak

satilan antibiyotiklere kars1 alternatif olusturacaktir.
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6. BOLUM
SONUC

Bu c¢aligmada Nevsehir ilinde yetisen 6 farkli igne yaprakli bitkiden (7huca
occidentalis, Juniperus viriginiana, Cedrus atlantica, Picea Pungens engelm, Pinus
nigra jf. arnold, Cupresus arizonica) alinan kozalaklarin antioksidan ve antibakteriyel
aktiviteleri incelenmistir. Calismada bitkilerden elde edilen metanol ekstraktlart DPPH
radikal siipirme aktivitesi, metal iyonlar1 selatlama aktivitesi, total fenolik igerik,
likopen ve [I-karoten miktar1 tayini, antibakteriyel aktivite tayini ve antibiyotik disklere

kars1 direng testi yapilmustir.

Calismada kullanilan  ekstraktlarin  konsantrasyonu artttkca DPPH siiplirme
yeteneklerinde artis tespit edilmistir. Bu ¢alismada DPPH siipiirme aktivitesi en iyi

Pinus nigra tiirtinde goérilmiistiir.

Metal iyonlar1 gelatlama aktivitesi bakimindan en iyi tlir Pinus nigra tlirii olmustur.

Konsantrasyon arttik¢a selatlama aktivitesinde artis tespit edilmistir.

Calismada total fenolik icerik bakimindan en yiiksek tiir Pinus nigra tiirii olarak
belirlenmistir. [I-karoten igerigi bakimindan en yliksek tiir Cupressus arizonica tirii
olarak belirlenmistir. Likopen igerigi bakimindan en yiiksek tiir Pinus nigra tiirii olarak

belirlenmistir.

Calismada Pinus nigra, Picea pungens engelm, Cedrus atlantica, Juniperus viriginiana
tiirleri tim bakteriler iizerinde yiiksek derecede antibakteriyel etki gOstermistir. Bu
calismada one ¢ikan en 6nemli tiir Pinus nigra tiri olmustur. DPPH radikali siiplirme
aktivitesi, metal iyonlar1 selatlama aktivitesi, antibakteriyel aktivite, total fenol miktari
ve likopen miktar1 bakimindan en zengin tiir olarak belirlenmistir. Sonuglar arasinda

pozitif korelasyon goriilmiistiir.

Elde edilen sonuclara gore Pinus nigra tiriinin DPPH radikali siipiirme aktivitesi
sentetik bir antioksidan olan BHT molekiiline yakin degerde seyretmistir.
Antibakteriyel etkisi klinikte kullanilan antibiyotiklere oranla ¢ok daha yiiksek
cikmustir.
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Glinlimiizde dogal antioksidan ve antibakteriyel ilaglara egilim arttig1 tespit edilmistir.
Bu calisma Pinus nigra tiiriiniin dogal bir antioksidan ve antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu kanitlamistir. Bu alanda yapilacak ¢aligmalara kaynak olacak ve ticari olarak

satilan antibiyotik ve antioksidan ilaglara kars1 alternatif olacaktir.
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