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1. GIRIS

Anacardiaceae familyasinin bir turu olan Pistacia lentiscus L. Akdeniz
ikliminin hakim oldugu bélgeler olan ispanya, Portekiz, italya ve Tirkiye'de
yaygin olarak bulunmaktadir (1,2). Ulkemizde ise Trakya ve Anadolu’nun
bilhassa bati ve guney kisimlarinda daha fazla yayilis gosterdigi bitki
sistematikgileri tarafindan bildirilmektedir (2,3).

Pistacia lentiscus L., herdem yesil, 1-3(-5) m boyunda maki formasyonu
icinde yer alan bir bitki taruduar (2).

Latince ismi Pistacia lentiscus L. olan bu bitkinin dunyada bilinen diger
isimleri mastic tree, lentisk, lentico, mastixbaum, lentisco verda deiro,
almacegueira, daro, daroeira, aroeira da praia’'dir. Ulkemizde de bitki gitlenbik
ve yabani sakiz agaci adlariyla taninmaktadir (1,4).

Avrupa’da genis ¢apta yayilis gosteren Pistacia lentiscus L. yurdumuzda
da yabani olarak yetigmektedir. Yapraklarin tanence zengin olmasi goz onunde
tutularak sanayide tanen kaynagi olarak kullanimi adina bazi c¢aligmalar
yapilmistir (5). Bitkinin yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin 6nemli ditretik
etki gosterdigi, dolayisiyla bitkinin antihipertansif etkiden sorumlu oldugu
saptanmigtir (6). Bitkinin yaprak ve geng¢ surgunlerinden hazirlanan drog halk

hekimliginde, haricen solunum yollari rahatsizliklarinda, egzema tedavisinde;



dahilen astrenjan, antienflamatuar, antipiretik, bogaz enfeksiyonlari, diyare ve
bobrek tagi tedavisinde, antispazmotik, mide agdrilari ve sarilik tedavisinde
kullaniimaktadir (7). israil’de yapilan bir ¢calismada Folia Pistaciae lentiscus
drounun bazi mantarlar Uzerinde antifungal aktiviteye sahip oldugu
go6rulmektedir (8).

Folia Pistaciae lentiscus drogunun igerdigi ana maddeler gallokatesol
tip tanen basta olmak Uzere gallotanen, gallik asit ve triterpenik asitlerdir (9).
Drogun lupeol, sikloartenol, sterol ve B-sitosterol; palmitik, stearik, oleik, linoleik
asit esterleri; flavanoid bilesenleri, regine, ugucu yag ve E vitamini icerdigi de
bilinmektedir (10-12).

Ulkemizde izmir Cesme’de ve Yunanistan’in Sakiz Adasi’'nda bu bitkinin
bir varyetesi olan Pistacia lentiscus var. chia yetistiriimektedir (4). Bu tir 10 m
kadar yukselebilen ve kisin yapraklarini ddkmeyen bir agactir (12). Bu agaclarin
yasli dal ve gdvdesine agilan yariklardan akan regineye Mastix T.K.(sakiz) adi
verilir (4). Bu recgine Ulkemizde damlasakizi, mezeke sakizi, mesteki ve sakizlak
gibi isimlerle bilinmektedir (12).

Bir kultdr bitkisi olan Pistacia lentiscus var. chia’'dan elde edilen sakiz
Helicobacter pylori Gzerinde antibakteriyal etkiye sahiptir (13). Regine ve yaprak
ugucu yaglarinin ana etkili bilesik olarak a-pinen, mirsen, trans-karyofillen ve
karyofillen igerdigi bulunmus ve bu bilesenlerin bazi bakteri ve mantarlar
Uzerinde antibakteriyal ve antifungal etkiye sahip oldugu gézlenmistir (14).

Bitkiden elde edilen recine halk arasinda stomasik, disetlerini

kuvvetlendirmek ve agiz kokusunu yok etmek amaciyla kullanilir (12).



Yogun olarak rezin ve ugucu yag tasiyan bitkide, sakiz iginde ugucu yag,
mastisik asit, mastisin ve aci madde bulunmaktadir. Ugucu yag bilhassa d-a-
pinence zengindir (14).

Anacardiaceae familyasinin bir diger Uyesi olan Pistacia terebinthus L.
ise yine Akdeniz ikliminin hakim oldugu Kuzey Avrupa, Afrika, Hindistan ve
Tirkiye’de yayihm gostermektedir (2). Ulkemizde ise istanbul, Bursa, Adana,
Mersin ve iskenderun cevresinde lokalize sekilde dagiimaktadir (3). Latince ismi
Pistacia terebinthus L. olan bitki 5-6 m yuUkseklikte, kisin yapraklarini ddken
dioik bir agactir (12).

Pistacia terebinthus L. bitkisinin dlinyada bilinen diger isimleri cyprus
turpentine, turpentine tree, terebinth, terebinto, fedigueira ve cornalheira’dir
(15). Bitki tulkemizde menengig, citlenbik agaci, ¢itlangi¢ agaci, terebentin sakiz
agaci isimleri ile bilinmektedir (12).

Bitki yapraklarinda Pemphigus corniculatus Pass. isimli bocek tarafindan
meydana getirilen mazi, yuksek oranda tanen tasir (3). Yapilan ¢alismalar bu
mazidan izole edilen oleanonik asitin 10krin sentezini inhibe ettigi ve
antienflamatuar aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (16). Bitkinin
yapraklari halk hekimliginde, gunes yaniklarinin tedavisinde; reginesi, mide
agrilan ve peptik Ulserin tedavisinde; meyvalari ise ezilmek suretiyle astim
tedavisinde kullaniimaktadir (17,18). Ayni zamanda meyvalarin menengi¢
kahvesi olarak veya yag eldesi i¢in kullaniminada rastlanmaktadir (19). Yapilan
klinik calismalar, bitkinin kronik ve akut enflamasyonda etkili oldugunu ve
antienflamatuar bir ajan olan lanostan icin bir kaynak olusturabilecegini

gOstermektedir (20).



Drogun icerdigi ana etkili madde tanendir. Bunun yaninda drog rezin,
ugucu yag ve sabit yag ihtiva etmektedir. Bu yaglar palmitik, stearik, oleik,
linoleik asitlerin trigliseritleridir. Ayrica sakkaroz, protein ve vitamin E
kaydadeger diger etken bilesenlerdir (3,5,21).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, vitamin E’nin, kanser olusumunda ve
ilerlemesinde rolu olan aktif oksijen radikallerini nétralize ederek, bagisiklik
sistemini guglendirdigi ve bu hastaligin énlenmesinde veya tedavisinde de etkili
olabilecegi bildiriimektedir (22,23). Yine E vitamininin in vitro deneylerde ylksek
konsantrasyon dizeylerinde trombosit agregasyonunu inhibe ettigi saptanmigtir
(24,25). Ayrica, gercgeklestirilien epidemiyolojik ¢alismalar, vitamin E’nin gunlik
alinan miktari ile kroner kalp hastaliina yakalanma ve buna bagh olumler
arasinda ters bir iliski oldugunu goéstermektedir (26-28).

Gunumuzun en oOlumcul ve en sik rastlanan hastaliklarinda etkili
oldugunu gérdiguimuz E vitaminine ait galismalarin blyuk ¢ogunlugu, insan kan
serumunda yapilmaktadir (29,30).

Bunun yaninda bitkiler Uzerinde vyapilan c¢alismalar da mevcuttur.
Ornegin Gallesia gorazema yapraklarinda, soya fasiilyesi yaginda, aycicek
yaginda, hurma agaci yapraklarinda ve bazi Akdeniz bitkilerinin yapraklarinda,
E vitamini analizlerinin yapildigi bilinmektedir (31-34). Ayrica, yurdumuzda
Arbutus unedo L. yapraklarinda E vitamini miktar tayini yapildigida saptanmigtir

(35).



Calismalarimizda E vitamini icerdigini saptadigimiz Folia Pistaciae
terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus ve Folia Pistaciae lentiscus var. chia
droglari Uzerinde mevcut detayli bir anatomik calismaya rastlanmamakla
birlikte, yine yapigimiz literatur calismasinda gorduk ki, Avrupa ulkelerinde ve
Turkiye’de yetisen Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L., Pistacia
lentiscus var chia vyapraklarindan hazirlanmig droglar Uzerinde, kalite
kontrollerine yonelik, yeterli nitelik ve kapsamda bilimsel bir arastirma mevcut
degildir. Ayni sekilde Ulkemizde, E vitamini ile ilgili olarak, bu bitkiler Gzerinde
yapilmig bir galisma yoktur.

Bu gercekler dikkate alinarak, Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus
L. ve Pistacia lentiscus var. chia bitkileri Uzerinde, asagida belirtilen ¢alismalari
yapmay!i planladik.

1. Yurdumuzda yabani olarak yetisen Pistacia terebinthus L. ve Pistacia
lentiscus L. bitkileri ile yine Ulkemizde kultlird yapilan Pistacia lentiscus var.
chia bitkisinin yapraklari Gzerinde, makroskobik ve mikroskobik calismalar
yapilarak, bu droglarin anatomik yapisi saptanmistir.

2. Droglarin kalite kontroline yodnelik calismalar, ilk kez tarafimizdan
yapimigtir.

3. Turkiye’de yabani olarak yetisen Pistacia terebinthus L. ve Pistacia
lentiscus L. bitkileri ile yine Ulkemizde kulturl yapilan Pistacia lentiscus var chia
bitkisinden hazirlanan Folia Pistaciae droglarinda bulunan, vitamin E (a-
tokoferol) miktari, optik dansitometrik (TLC) ve kolorimetrik yontemlerle, ilk kez
tarafimizdan saptanmistir.

4. Drog Uzerinde biyolojik aktivite tayinleri yapilmigtir.



a. Folia Pistaciae droglarinin farkli ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi,
Brine shrimp yontemiyle ilk kez tarafimizdan tayin edilmistir.
b.ilk kez tarafimizdan droglarin farkli ekstreleri iizerinde, antimikrobiyal

aktivite analizleri, Disk Diffizyon Yontemi’'yle gergeklestirilmistir.

5. Folia Pistaciae droglari Gzerinde ugucu yag analiz ¢alismalari GC/MS
Analiz Yontemi ile gergeklestiriimistir.
Elde ettigimiz sonuglarin, hem ulkemizde yaygin bir sekilde bulunan bu
bitkiler hakkinda kapsamli bilgilere ulagmak, hem de bundan sonra, bu
bitkilerle yapilacak g¢alismalara i1sik tutmak agisindan énemli oldugu kanisina

variimistir.



II. BOTANIK BOLUM

1. PISTACIA TEREBINTHUS L., PISTACIA LENTISCUS L. VE PISTACIA

LENTISCUS VAR. CHIA UZERINDE BOTANIK INCELEMELER

A. TEORIK KISIM

Pistacia genusundan Turkiye'de yabani olarak yetisen Pistacia lentiscus
L., Pistacia atlantica Desf., Pistacia eurycarpa Yalt., Pistacia khinjuk Stocks in
Hook., Pistacia vera L. ve Pistacia terebinthus L. bitkileri olup, Anacardiaceae
familyasindan, maki vejetasyonunda yer alan c¢ali formunda agagclardir (2).
Arastirmamiza konu olan Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve
Pistacia lentiscus var. chia bitkilerinin tanimina ait olarak verilen bilgiler, basta
‘Flora of Turkey” olmak Uzere, ilgili bazi kaynaklardan higbir katkida

bulunmaksizin, dilimize ¢evrilmek suretiyle derlenmisgtir.

a) Pistacia genusu

Herdem yesil veya belirli mevsimlerde yapraklarini doken dioik formda
aga¢ veya makilerdir. Yapraklar alternan (alternus), pennat ve nadir olarak
trifoliat veya basittir. Cigeklenme panikula veya salkim seklindedir. Cigekler 2-7

brakteol ve 1-3 kiguk brakte tarafindan taginan yapraksiz veya yalin tek tiptir.



Erkek cicekler, disk arasindan gegen 4-5 anterli, disi cicekler 3-kisa stillidir.

Meyve 1 tohumlu edik drupadir (2).

-Pistacia terebinthus L.

Sap ve yaprakgiklarin kenarlari duz; yaprakgiklar genis, sivri veya
akuminat, genellikle mukronat ve de terminal yapraklar yan yapraklardan daha
genis degildir (2).

-Pistacia lentiscus L.

Yaprak saplari agikta ve dardir. Yapraklar, herdem yesil paripennat,
yaprakgiklar mukronat ve gicekler salkim durumundadir (2).

-Pistacia lentiscus var. chia

Yapraklar, herdem yesil imparipennat, yaprakgiklar sivridir. Cicekler kisa
surgunlerin Uzerinde salkim seklindedir (2).

b) Pistacia terebinthus L. subsp. palaestina

Syn: Pistacia terebinthus L. subsp. palaestina (Boiss) Engler

-Pistacia terebinthus L.

6 m’ye ulasan kugUk bir aga¢ veya 2-3 m boyunda Uzerinde mazi
bulunan maki formunda bir bitkidir. Belirli mevsimlerde dokllen yapraklar
imparipennat veya paripennattir. Yaprakgiklar (1-)2-4(-6) sivri, ovat-oblong veya
oblong-lanseolat, 3-7(-8)x1,8-3(-4) cm, genis, akut veya akuminat, mukronat ve
diizdiir. Ust yapraklar koyu yesil, alt acik renktedir. Terminal yaprakgiklar, yan
yaprakgiklardan daha genis degildir. Sap kismi tlysiz ve agiktadir. Meyva
panikula, kire veya genellikle obovat seklindedir. Bitkinin Turkiye'de yetisen 2

alt tird bulunmaktadir. Bunlar Pistacia terebinthus subsp. terebinthus ve



Pistacia terebinthus subsp. palaestina’dir. Pistacia terebinthus subsp.
terebinthus Akdeniz bitkisi olup genellikle Marmara Bolgesi'nde yaygindir.
Arastirmamiza konu olan Pistacia terebinthus subsp. palaestina turune ise

yurdumuzun diger tim yorelerinde rastlanmaktadir (2).

- Pistacia terebinthus subsp. terebinthus

Yapraklar tek tlysU (imparipennat). Orta yapraklarin son yaprakgidi
(pinna) yanlardaki yaprakgiklarin genisliginde, yan yaprakgiklar oval, uzunca,
kat uclu (2).

- Pistacia terebinthus subsp. palaestina

Yapraklar cift tlysu (paripennat) veya tek tlysu (imparipennat) olanlarda
orta yapraklarin ug yaprakcigi yan yaprakciklardan daha kiguk veya mahmuzliu.
Yan yaprakciklar oblong-lanseolat, sivri uglu (2).

c) Pistacia lentiscus L.

Herdem yesil maki formunda 1-3(-5) m boyunda kuglk agacgciklardir.
Sert ve paripennat yapraklara sahiptir. Yaprakciklar 2-4(5-7) cifttir. Bu
yaprakgiklar oblong veya oblong-lanseolat, 1.5-3.5x0.6-1.5 cm, genis, mukronat
ve tlysuzdur. Sap kisimlari bagimsiz ve agiktir. Folioller 4-10 tane, oval sekilli,
uclari dikenli, Ust yUzeyleri parlak, alt ylzeyleri ise donuk yesil renkli, derimsi
goérunagludar. Erkek cicekte cicek ortust 5 pargall (bazen 4-3), stamenler 5
tane, flamentler serbest ve kisa. Anterler blyulk ve tepallerden daha uzun. Disi
cicekte cicek oOrtusu Ustte ve tek meskenli. Stilus ¢ok kisa, stigma 3 parcall,
parcalar disa dogru kivrik, etli ve genis. Meyva ufak, yuvarlak, biraz egilmis,
once kirmizi ve sonra siyah renk alan bir drupadir (2,3).

d) Pistacia lentiscus var. chia



Syn: Pistacia lentiscus var. chia Duham.

Pistacia lentiscus var chia, Pistacia lentiscus L'un kulture alinmig bir
varyetesidir. Herdem yesil bu tur 10 m kadar yukselebilen aga¢ veya agacgcik
formunda dioik bir bitkidir. Yapraklar ¢ift tiysu ve 2-4 ¢ift yaprakgiklidir (12).
Yaprakgiklarin kenarlari tam, tlysuz, deri gibi sert ve Ust yuzu parlak, yesil, alt
yuzi mattir. Cicekler kisa surgunlerin Gzerinde salkim seklindedir. Meyva
yuvarlakc¢a ve sivri ucludur. Baslangigta kirmizi sonra siyah renk alir (36). Bitki
sivri yaprakgiklar, imparipennat yapraklar ve panikulat ¢icek durumu ile
Pistacia lentiscus L.’dan farkllik gosterir (2).

e) Folia Pistaciae

Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var chia
bitkilerinden toplanan yapraklarin, uygun kosullarda kurutulmasiyla hazirlanan
drogtur. Drog, Turk Farmakopesi'nde, Alman Farmakopesi’nde, Amerikan

Farmakopesi’nde ve Avrupa Farmakopesi’nde yer almamaktadir (37-40).

B. PRATIK KISIM
1. MATERYAL VE METOT

Arastirma materyalimiz olan Pistacia terebinthus L.'un yapraklari izmir Buca —
Kaynaklar mevkiinden 05-05-2001 yilinda toplanip, Ege Universitesi Eczacilik
Fakultesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda no:1269 ile kayithdir. Yine
ayni sekilde 18-02-2001'de Cesme-Ardi¢ mevkiinden toplanan Pistacia lentiscus L.
ve Cesme-Alacati yoresinden toplanan Pistacia lentiscus var. chia’nin yapraklari
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda

1267 ve 1268 no ile saklanmaktadir.



Anatomik incelemeler igcin ayrilan yaprak O6rnekleri 70°C’lik etanol iginde
saklanmistir. Bitkinin yapraklarindan alinan kesitler ve yaprak tozundan hazirlanan
preparatlar, sartur  ve kloralhidrat reaktifi (41) icinde incelenerek, bitkinin
yapraklarina ait sabit ve karakteristik ozellikler, Carl Zeiss Jena mikrofotografi

cihazi kullanilarak saptanmistir.

2. BULGULAR
a. Folia Pistaciae Droglarinin Makroskobik incelemesine Ait Bulgular:

-Folia Pistaciae terebinthus: Yapraklar 4-5 cm boyunda ve oval
sekillidir. Lamina tepesi sivri, tabaniysa simetriktir. Lamina yuzeyi tuysuz ve
yaprak kenarlari ise duzdur.

-Folia Pistaciae lentiscus: Yapraklar 2-3 cm boyunda ve mizraksi bir
gorunumdedir. Lamina tepesi sivri, tabani ise simetriktir. Lamina ylUzeyi tuysuz,
kenarlari ise duzdur.

-Folia Pistaciae lentiscus var. chia: Yapraklar 3-4 cm boyundadir.
Genis olan yaprak tepelerinde kuguk bir girinti bulunmaktadir. Yaprak tabani
simetrik, yaprak kenari duz ve lamina yuzeyi tiysuzdur.

b. Folia Pistaciae Droglarinin Anatomik incelenmesine Ait Bulgular:

Pistacia terebinthus L. (Anacardiaceae) bitkisinin yaprak ayalarinin orta
damar bolgelerinden alinan enine kesitlerde, epidermis hucrelerinin, yag
damlacig! icermedigi ancak dorsal g¢eperinin kutinize oldugu goérulmektedir.
Katikilanin hemen altinda, Ust ve alt epidermisin i¢ kisminda 2-3 sirali

kollenkima yer almaktadir. Damar parenkimasi hucreleri kalin ¢eperli ve duzgin



dairesel sekillidir. Ust epidermiste nadir olarak tek sap, cok bas hiicreli salgi
thylerine rastlanmaktadir. Nisasta kin hudcreleri olan drogun sklerankima
etrafinda yogun olarak basit prizmatik billur ve az miktarda druz kristali tasidigi
go6rulmektedir. Yaprak bifasialdir ve 2-3 hicre sirali uzun ve sikisik dizilisli
palizat parenkimasi ile hava bogluklari bulunan gevsek bir siinger parenkimasi
icermektedir. Alt epidermiste bulunan stoma mezofilik tiptir. Yapraktan alinan
yuzeyel kesitlerde Ust epidermisin stoma tasimadigi, alt epidermisin ise 5-8
komsu hidcreye sahip anamositik tip stoma tasidigi belirlenmistirToz drogda
yapilan incelemelerde iletim demetleri etrafinda basit prizmatik billurlar

gOrulmektedir.

Pistacia lentiscus L. (Anacardiacaea) bitkisinin yaprak ayalarinin orta
damar bolgelerinden alinan enine kesitlerde, sartur reaktifi ile turuncu renge
boyanan duz bir katikdla ile 6rtult, Gst ve alt epidermis hicrelerinin, dorsal
ceperinin kalin ve yag damlacikli oldugu goérulmektedir. Alinan kesitlerde
sklerankimay! c¢evreleyen damar parenkimasi hucrelerinde kalinlagmalar
gorulmektedir. Damar parenkimasi ve floem hucreleri arasinda sklerankima
demetleri ve basit prizmatik billurlara rastlanmaktadir. Yaprak bifasiyal, palisat
parenkimasi hicreleri uzun ve sikisik, singer parenkimasi ise gevsektir. Ayrica
iletim demetleri c¢evresinde ve alt epidermise yakin slnger parenkimasi
icerisinde druzlar gorulmektedir. Alt epidermiste yer alan stoma mezofitik tipte
ve stoma acikligi ne oldugunu tanimlhiyamadigimiz, disg yuzeye dogru konik, bir
madde ile kapatiimistir. Yapraktan alinan alt ve Ust ylzeyel kesitlerde, Ust
epidermisin stoma i¢cermeyen duzgln hicrelerden, alt epidermisin ise bol

miktarda 7-8 komsu hlcresine sahip anamositik tipte stoma tasiyan hicrelerden



olustugu saptanmigtir. Toz drogda yapilan incelemelerde iletim demetleri
etrafinda basit prizmatik billurlar goérilmektedir.

Pistacia lentiscus var. chia bitkisinin yaprak ayalarinin orta damar
bolgelerinden alinan enine kesitlerde alt ve ust epidermis dorsal ¢eperinin kalin
ve kutinize oldugu gorulmektedir. Epidermisin hemen altinda 2-3 sira halinde
kollenkima yer almaktadir. Damar parenkimasi htcre ¢eperleri kalindir . Bitkinin
iletim demeti ¢evresinde nadiren druz genellikle basit prizmatik billur tagidigi
saptanmistir. Epidermis hicreleri icinde yag damlaciklari gorilen bitkinin palisat
hicreleri sikisik ve uzundur. Yaprak bifasialdir ve mezofilik tip stoma tasir.
Yapraktan alinan alt ve Ust ylzeyel kesitlerde, Ust epidermisin stoma icermeyen
dizgun hucrelerden olustugu gorulmektedir. Alt epidermiste ise bol miktarda 7-

10 komsu hucresine sahip anamositik tip stoma bulunmaktadir.

Her 3 bitki icinde yapilan toz drog incelemelerinde de iletim demetleri
etrafinda basit prizmatik billur ve daha az miktarda druz kristallerine

rastlanmaktadir.

3. TARTISMA VE SONUGC

Yapilan literatar ¢calismalarinda Glkemizde yabani olarak yetisen Pistacia
terebinthus L. ve Pistacia lentiscus L. bitkileri ile bir kultur bitkisi olan Pistacia
lentiscus var. chia’nin herhangi bir farmakope ve T.F'ne kayith olmadigini
gbrmekteyiz (36-39).

Bu nedenle ileride yazilacak Turk Farmakopesi’nde yer almasi

gerektigine inandigimiz Folia Pistaciae’nin muhtemel monografinda bulunmasi



gereken makroskobik, anatomik ve mikroskobik tarifine kaynak olusturmak
amaciyla izmir ili Buca ve Cesme mevkiinden topladigimiz drog ornekleri
uzerinde bazi makroskobik ve mikroskobik arastirmalar gergeklestiriimistir.

Yapilan mikroskobik calismalarda; Pistacia terebinthus L. ve Pistacia
lentiscus var. chia bitkilerinde sklerankima c¢evresinde tas hucresi kimeleri
goérulmesine ragmen Pistacia lentiscus L. da ayni bulguya rastlanmamistir. Yine
ayni sekilde bitki yaprak ayalarinin orta damar bodlgelerinden alinan enine
kesitte yalnizca Pistacia terebinthus L. bitkisinde tek sap, ¢ok bas hlcreli salgi
tlydne rastlanmaktadir. Enine kesitte karakteristik olarak goérulen bir diger fark
ise, Pistacia lentiscus L. bitkisinin stomasi lUzerinde meydana getirdigi kapaktir.
Ayrica yapilan toz drog incelemelerinde stoma komsu hticre sayisi Pistacia
terebinthus L.’de 5-8, Pistacia lentiscus L.’de 7-8, Pistacia lentiscus var. chia’da
7-10 olarak goérulmektedir.

Yukarida saptanan bu hususlar yurdumuzun farkli bdlgelerinde yetisen
Pistacia lentiscus L., Pistacia terebinthus L. ve Pistacia lentiscus var. chia
bitkilerinden toplanarak hazirlanacak Folia Pistaciae oOrnekleri Uzerinde

yapilacak makroskobik ve mikroskobik arastirmalar ile de teyid edilebilir.



I1I. KIMYASAL BOLUM

1. FOLIA PISTACIAE DROGLARI UZERINDE KALITE KONTROL

CALISMALARI

A.TEORIK KISIM

Arastirma materyalimiz olan Folia Pistaciae droglari Uzerinde yapilan
arastirmalarda, bu droglarin 10. Alman Farmakopesi'nde, Avrupa
Farmakopesi’nde, Amerikan Farmakopesi’nde ve Turk Farmakopesi’nde yer
almadigini gérduk (37-40). Yine yaptigimiz literatlr arastirmasinda, droglarin
kalite kontroline yodnelik de, higbir galismaya rastlanmamistir. Bu nedenle,

ileride yazilacak Turk Farmakopesi’nde yer almasi gerektigine inandigimiz,



yurdumuzda yabani olarak yaygin sekilde yetisen, Folia Pistaciae droglari
uzerinde, kaynak olusturmak amaciyla, bir takim kalite kontrol ¢aligmalari
yapmay! uygun gorduk. Bu amacla Folia Pistaciae droglari Uzerinde, nem
miktar tayini, total kil miktar tayini ve sulfat kil miktar tayini denemelerini

uyguladik.

B. PRATIK KISIM

1. MATERYAL VE METOT

Toplanan Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia
lentiscus var. chia bitkilerinin yapraklari golgede ve oda isisinda, sik sik
karigtirmak suretiyle kurutulduktan sonra toz edildi (elek ¢api=1mm). Folia
Pistaciae terebinthus, Foliae Pistaciae lentiscus ve Folia Pistaciae
lentiscus var. chia tozlari Uzerinde gergeklestirilen kalite kontrol islemlerinde,
10. Alman Farmakopesi'nin genel kisminda yer alan ana yontemler esas olarak

alinmistir(38).

a. Nem Miktar Tayini

Sabit vezne getirilen cam tartim kabina, 1 g civarinda toz drog konur ve
tam olarak tartilir. Cam tartim kabindaki drog 105 °C’ye ayarlanmis ettivde 1
saat isitildiktan sonra, desikatére alinip sogutulmasini takiben tartilir. Ayni

sekilde bu igleme son iki tartim arasindaki fark 0,5 mg’dan az oluncaya kadar



devam edilir. Alinan sonuglara gore drogun icerdigi yuzde nem miktari

hesaplanir.

b. Total Kul Miktar Tayini

Sabit agirliga getirilen bir porselen kroze iginde, 1 g civarinda toz drog
tartilir. Drog igeren kroze, sicakligi 600 °C civarinda olan Heraeus marka yakma
firninda 1 saat yakilir, sure sonunda desikatore alinip 1 saat oda isisinda
tutulduktan sonra tartilir. Ayni sekilde isleme son iki tartim arasindaki fark 0,5
mg’dan az oluncaya kadar devam edilir. Alinan sonuglara gore, drogun igerdigi

yuzde total kil miktari hesaplanir.

c. Sulfat Kulti Miktar Tayini

Sabit agirliga getirilen bir porselen kroze iginde, 1 g civarl toz drog
tartihr ve Uzerine 2 ml %10’luk sulfurik asit ¢dzeltisinden damla damla ilave
edilir. Kroze, su banyosu uzerinde tutulup, drogun sulfurik asitle tamamen
temas etmesi saglandiktan sonra acgik alevde gri beyaz bir kil birakincaya
kadar yakilir ve son olarak sicakligi 600 °C civarinda olan yakma firininda 1
saat yakilir. Desikatorde, 1 saat oda isisinda sogutulduktan sonra, birkag
damla %10’luk sulfurik asit ¢ozeltisinden ilave edilip, yine 1 saat yakma
firrninda tutulur. Desikatorde, 1 saat oda isisinda tutulduktan sonra, krozeye
birkag damla %15,8’lik amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir. Bundan

sonra kroze sabit vezne gelinceye kadar 1’er saat yakma firininda tutulup,



1’er saat de desikatdorde sogumasini takiben tartilir. Alinan sonuglara gore

drogun icerdigi, ylzde sulfat kil miktari hesaplanir.

2. BULGULAR
Alman Farmakopesi (DAB 10)’nun genel kisminda belirtilen kalite kontrol
yontemleri esas alinarak ornekler Uzerinde 3 paralel deneme yapilmigtir. Bu

denemelere ait bulgular tablolar halinde agsagida verilmigtir.



Drog Miktari (g)

% Nem Miktari

0.9966 6.3215
1.0066 6.4375
1.0016 6.3798

Ortalama %Nem Miktari: 6.3796

Tablo 1. Folia Pistaciae terebinthus Drogunda % Nem Miktari Sonuglari

Drog Miktari (g)

% Total Kiil Miktar

1.0016 4.2532
1.0014 4.2041
1.0323 4.2042

Ortalama %Total Kiil Miktari: 4.2205

Tablo 2. Folia Pistaciae terebinthus Drogunda % Total Kul Miktari Sonuglari

Drog Miktari (g)

% Siulfat Kuli Miktan

1.0029 6.7903
1.0030 6.7996
1.0015 6.7299

Ortalama % Silfat Kul Miktari: 6.7732

Tablo 3. Folia Pistaciae terebinthus Drogunda %Sulfat Kula Miktar Tayini

Sonuglari




Drog Miktari (g)

% Nem Miktari

0.9947 5.9515
0.9796 5.9922
0.9994 5.9836

Ortalama %Nem Miktari: 5.9758

Tablo 4. Folia Pistaciae lentiscus Drogunda % Nem Miktari Sonugclari

Drog Miktari (g)

% Total Kiil Miktar

1.0020 4.0818
1.0001 4.0696
0.9983 4.1170

Ortalama %Total Kiil Miktari: 4.0895

Tablo 5. Folia Pistaciae lentiscus Drogunda % Total Kul Miktari Sonuglari

Drog Miktari (g)

% Siulfat Kuli Miktar

1.0085 8.2201
1.0051 8.2778
1.0052 8.2372

Ortalama % Silfat Kul Miktar:: 8.2450

Tablo 6. Folia Pistaciae lentiscus Drogunda % Sulfat Kula Miktar Tayini

Sonuglari




Drog Miktari (g)

% Nem Miktari

1.0020 6.3972
1.0024 6.3049
1.0029 6.3316

Ortalama % Nem Miktari: 6.3446

Tablo 7. Folia Pistaciae lentiscus var. chia Drogunda % Nem Miktari

Sonuglari

Drog Miktari (g)

% Total Kiil Miktar

1.0013 4.0947
1.0023 4.0806
1.0015 4.0839

Ortalama % Total Kiil Miktari: 4.0864

Tablo 8. Folia Pistaciae lentiscus var. chia Drogunda % Total Kil Miktari

Sonuglari

Drog Miktari (g)

% Silfat Kuli Miktar

1.0010 7.6024
1.0015 7.6286
1.0026 7.6900

Ortalama % Silfat Kiil Miktari: 7.6403

Tablo 9. Folia Pistaciae lentiscus var. chia Drogunda %Sulfat Kuli Miktar

Tayini Sonugclari




3. TARTISMA VE SONUC

Tezimizin ilk projesini olugturan botanik bolumunde anatomik ozelliklerini
inceledigimiz , izmir ili Cesme-Alagati mevkiinde yabani olarak yetisen Pistacia
lentiscus L, ayni yérede kiiltirii yapilan Pistacia lentiscus var. chia ve yine izmir
ili Buca—Kaynaklar mevkiinde yabani olarak yetisen Pistacia terebinthus L.
bitkilerinden hazirladigimiz érnekler tGzerinde, DAB 10’nun genel kisminda yer
alan baz kalite kontrol denemeleri gergeklestiriimistir.

Halk arasinda gesitli nedenlerle kullanilan Folia Pistaciae droglari
Farmakopelerde yer almayan droglardir. Bu droglarin kalitesi hakkinda bilgi
sahibi olmak ve ileriki galismalara kaynak olmak amaciyla, droglardaki nem
miktari, total kil miktari ve sulfat kGlU miktar tayin edilmistir.

Nem miktar tayini denemeleri sonucunda Folia Pistaciae terebinthus
drogunda ortalama %6.3796, Folia Pistaciae lentiscus drogunda %5.9758 ve
Folia Pistaciae lentiscus var. chia drogunda %6.3446 oraninda nem oldugu
saptanmistir. Yine uygulanan total kil miktari denemelerinin sonucunda
buldugumuz ortalama deger Folia Pistaciae terebinthus drogunda %4.2205,
Folia Pistaciae lentiscus drogunda %4.0895 ve Folia Pistaciae lentiscus
var. chia drogunda %4.0864’dur. Arastirmamizda total kil miktar tayinine
kiyasla daha sabit sonuglar verdigi gorulen sulfat kil miktar tayini denemeleri
sonucunda Folia Pistaciae terebinthus drogunun ortalama %6.7732, Folia
Pistaciae lentiscus drogunun %8.2450 ve Folia Pistaciae lentiscus var. chia

drogunun %7.6403 oraninda sulfat kulu icerdigide saptanmigtir.



2. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA VITAMIN E

MIKTAR TAYiINi

A.TEORIK KISIM

Yaptigimiz literatir arastirmasinda goérduk ki, bazi bitkiler (6zellikle
Akdeniz bitkileri) E vitamini icermektedir. Bu konuyla ilgili, ilk olarak ingiltere’de
1963 yilinda V.H. Booth bazi bitki hidcrelerinde, UV spektrofotometresi
kullanarak o-tokoferol miktarini tayin etmistir (42). Ayni kisi 1964 yilinda da
hayvan yemlerindeki a-tokoferol igerigini ¢ift dimensiyonlu kagit kromatografisi
yontemiyle incelemistir (43).

Yine 1979 yilinda A.P. Carpenter adl bilim adami, soya fasulyesi, safran,
aycicek, pamuk cekirdegi, misir, yer fistigi ve zeytin yaglarinda o-tokoferol
miktarini HPLC yontemi kullanarak tespit etmistir (32).

Ayni sekilde Ab. Gabor ve arkadaslari, Malezya’da 1986 yilinda hurma
yaginin o-tokoferol icerigini HPLC ydntemiyle arastirmislardir (33).

Konuyla ilgili olarak Fransiz bilim adamlarindan S. Chevolleau ve
arkadagslari ise Pistacia lentiscus’un da dahil oldugu, bazi Akdeniz bitkilerinin
(Centranthus ruber DC., Coronilla juncea L., Erica multiflora L., Eucalyptus
globulus labill., Globularia alypum L., Laurus nobilis L., Lonicera implexa Ait.,
Myrtus communis L., Phyllyrea angustifolia L., Pinus halepensis Mill., Pistacia
lentiscus L., Quercus ilex L., Rhamnus alaternatus L., Thymus vulgaris L.,

Viburnum tinus L., Arbutus unedo L.) yapraklarindan elde ettikleri, ylksek



oranda oa-tokoferol iceren bir ekstreyi kullanarak hazirladiklari preparatla, 1992
yilinda patent almislardir (11).

Yine S. Chevolleau ve arkadaslari, 1993 yilinda, 16 Akdeniz bitkisinin
(Centranthus ruber D.C., Cistus albidus L., Conium maculatum L., Eucalyptus
globulus Labil., Ferula communis L., Globularia alypum L., Hedera helix L.,
Myrtus communis L., Phillyrea angustifolia L., Pinus halephensis Mill., Quercus
ilex L., Rhamnus alaternus L., Smilax aspera L., Staehelina dubia L.)
yapraklarindaki o-tokoferol igerigini gaz kromotografisi kullanarak incelemistir
(34).

Ayni sekilde Brezilya’dan L.C.A. Barbosa ve arkadaslari, 1997 yilinda
yaptiklari bir ¢calismada, Gallesia gorazema yapraklarinda vitamin E igerigini
GAS-MASS kullanarak incelemiglerdir (31).

Tarkiye'de ise Vitamin E, Arbutus unedo L. yapraklarinda TLC ve
kolorimetrik olarak incelenmistir (35).

Sentetik E vitamini, bir ¢cok uygulamada, dogal E vitamininin yerini alsa
da, dogal E vitaminine her zaman ihtiyag duyulmaktadir. Ama bu ihtiyag
simdilik bu maddenin ¢ok pahali olmasindan dolayl karsilanamamaktadir.
Kullanimi yalnizca kozmetik ve farmasaétik alanlarla sinirlandiriimis olan dogal
kaynakli vitamin E’nin 6nemi, insanlarin bitkisel kaynakli maddelere olan ilgisi
de g6z 6nlne alindiginda iyice artmaktadir (11).

Ulkemizde E vitamini ile ilgili olarak, Pistacia tiirleri izerinde yapilmis bir
arastirma mevcut degildir. Bu sebeple biz, Glkemizde yabani olarak yaygin bir
sekilde yetigsen ve halk arasinda yaygin kullanima sahip olan Pistacia
terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var chia bitkilerine ait E

vitamini miktarini tayin etmeyi amacladik.



B. PRATIK KISIM

1. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada Folia Pistaciae droglarindan hazirlanan n-hegzan
ekstrelerinde mevcut vitamin E miktari, optik dansitometrik (TLC-dansitometrik)
yontemle ve ultraviyole spektrofotometresi (UV-kolorimetrik) yontemiyle tespit
edilmistir. Calismalarimiz sirasinda, gerek kromotografik c¢alismalarda sahit
madde olarak ve gerekse miktar tayini calismalarinda, Olglu egrilerinin

hazirlanmasinda, saf a-tokoferol (Sigma T 3251) kullaniimistir.

a. Ekstrelerin Hazirlanmasi: Toz edilmis 100 g Folia Pistaciae drogu
uzerine 600 ml n-hegzan ilave edilip, mekanik karigtiricida 5 saat kati-sivi
ekstraksiyona tabi tutuldu. 589" Black ribbon tipi suzge¢ kagidindan, nuge
yardimiyla stzulen ekstreden arta kalan kati kisim Uzerine, tekrar 600 ml n-
hegzan ilave edilip, 8 saat daha mekanik karistiricida, kati-sivi ekstraksiyon
islemine devam edildi. Bakiye Uzerine yine 600 ml n-hegzan koyularak, son kez
olarak 8 saat mekanik karistiricida kati-sivi ekstraksiyona birakildi. Toplanan n-
hegzanl ekstreler, algak basing altinda kuruluga kadar uguruldu (11). Bu iglem,
toplanan 3 farkh tarin yapraklarina uygulanarak, Folia Pistaciae droglarinin n-

hegzan ekstreleri elde edidi. Elde edilen ekstre miktari Tablo 10°da verilmisgtir.



b. Ekstrelerde Bulunan Vitamin E’nin Teshisi ve Kontrolii

Laboratuvar galismalarimizda kullandigimiz hazir plagin (Silica gel 60
Fos4 Merck 5744), kloroform:metanol (1:1) oraninda iceren mobil fazda bos
olarak yurutulerek doymasi saglandi. Kurumasini takiben 100 °C’ye ayarlanmig
etivde 10 dakika aktive edildi. Plaklar bu sekilde madde uygulamaya hazir hale
getirildi (44). 10 mg Folia Pistaciae ekstresi, 2 ml kloroformda ¢6zulup, plaga
bant seklinde uygulandi. Yanina yine saf a-tokoferolin kloroformdaki stok
¢ozeltisinden (10g/l) sahit olarak bant seklinde uygulandiktan sonra, plak
arastirmamiz sonucunda, en uygun ¢Ozuclu sistemi oldugu saptanan
siklohegzan:dietileter (80:20) ¢bzucu sisteminde develope edildi. Vitamin E
bandinin yeri, 254 nm boyundaki ultraviyole isik altinda, test 6rnegdi ile
kargilastirilarak, ekstrede bulunan vitamin E bandinin yeri belirlendi ve kazindi
(Resim 27-29). Kazinan bant 40’ar ml kloroformla tiketilerek, organik solvan
kuruluga kadar algak basing altinda uguruldu. Bakiye kloroform ile ¢ézulerek 5
ml'ye tamamlanip, UV ve IR spektrumlari ¢ekildi (Spektrum 1-8). Saf vitamin
E’'nin ve ekstremizden iTK ydntemiyle saflagtirdigimiz vitamin E’nin UV ve IR
spektrumlari ayri ayri karsilastirildi. Spektrumlarin degerlendiriimesi sonucunda

ellie edilen maddenin vitamin E oldugu saptandi.



1. A. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA VIiTAMIN E’NiN

KOLORIMETRIK BiR YONTEM iLE MIKTAR TAYiNi

a. Vitamin E ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Cizimi

Yaptigimiz alan taramasi sonucunda, 2,2’-dipiridil ve FeCl; belirtegleri ile
renklendirilerek yapilan oOl¢gimlerde, gerek saf vitamin E’nin, gerekse Folia
Pistaciae droglarinda bulunan vitamin E’nin, absorbsiyonunun 522 nm’de
maksimuma ulastigi saptanmigtir. Bu bilgiler dogrultusunda, regresyon egrisinin
cizilmesi icin, saf vitamin E’nin, kloroform iginde 10 g/lI'lik stok g¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 10, 15, 20 ve 25 pl'lik miktarlar, hamilton enjektoru
yardimiyla alinarak, ayri ayri kloroform ile 8 mlI'ye seyreltildiler. Uzerine 1 ml
*2,2'-dipiridil ajani ilave edildi. Alette okumaya gegilmeden hemen énce de 1 ml
**FeCl; ajani koyularak 10 mlye tamamlandi (45). Cozeltilerin UV
absorbsiyonlari, 50 saniye iginde Shimadzu UV 160 A spektrofotometresinde

Olguldl. Alinan sonuglarla gizilen regresyon egrisi Sema 1’de gorulmektedir.

b. Folia Pistaciae Droglarinda Bulunan Vitamin E’nin Miktar Tayini
Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L., Pistacia lentiscus var chia
bitkilerine ait Folia Pistaciae terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus ve Folia

Pistaciae lentiscus var. chia droglarindan hazirlanan n-hegzan ekstrelerinden

*2,2'-dipiridil ajani: 0,125 g madde, 25 ml absolii etanolde ¢dziiliir. Karanlikta
ve 4-5 °C arasinda saklanir (45).
**FeCl; ajani: 0,2 g madde 10 ml absolu etanolde ¢6zullr. Karanlikta ve 4-8 °C

arasinda saklanir (45).



ayri ayrt 10mg, 20mg, 30mg ve 40mg tartildi. Bunlar 8 ml'ye kloroformla
tamamlandiktan sonra, Uzerine 1 ml 2,2’—dipiridi| ajani ve Olgumden hemen once
1 ml FeCls ajani ilave edilerek analiz ¢ozeltisi hazirlandi. Mukayese ¢ozeltisi igin
ise 8 ml kloroform Uzerine 1ml 2,2’—dipiridi| ajani ve olgimden hemen once de 1
ml FeCls ajani ilave edildi. Mukayese ¢ozeltisine karsi analiz ¢dzeltisinin 522 nm
dalga boyuna ait absorbanslari élgtldi. Okunan absorbans degerleri, vitamin E
Olcl egrisine yerlestirilerek, konsantrasyonlari bulundu. Sonuglar kuru materyal

agirligi tzerinden, ylizde gram miktari olarak hesaplandi.

1. B. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA VITAMIN E’NiN
OPTIK DANSITOMETRIK BiR YONTEM iLE MIKTAR TAYINi
a. Vitamin E ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Gizimi
Kullanilacak olan (Silca gel Fys4 5715) hazir plaklar, kloroform:metanol
(1:1) ¢bzucl sisteminde bos olarak yurutuldt. Cézicu sistemini emen plaklar,
100 °C’ye ayarlanmis etuvde 10 dakika bekletilerek aktive edildi (44).
Sogumasini takiben saf vitamin E’'nin kloroformdaki 10 g/I'lik ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu c¢oOzeltiden 6n denemeler sonucu Thin Layer Scanner (TLC) aletinde
okunabilen degerler bakimindan en uygun miktarlar olarak saptanan 2, 4, 6 ve 8
ul'lik porsiyonlar, hamilton enjektoru yardimiyla, aktive edilmig hazir plaklara
seri halinde tatbik edildi. Plaklar denemelerimiz sonucu en uygun ¢o6zlcu
sistemi oldugu goérulen siklohegzan:dietileter (8:2) ¢b6zuclu sisteminde
yurutuldikten sonra havada kurutulup, *Bakirsilfat-Fosforik asit belirteci

puskurtuldd. Ajanla tamamen islatilan plaklar, 190 °C’ye ayarlanmis etlivde 15



dakika bekletildikten sonra cikarildiginda E vitamininin belirgin siyah lekeler
haline dénustugu goruldia (44) (Resim 30).

Bu lekelerin alan degerleri, Shimadzu CS 920 Thin Layer Scanner
aletinde 350 nm’de D, lambasi kullanilarak okundu ve elde edilen degerlere

gOre regresyon egrisi ¢izildi (Sema 2).

b. Folia Pistaciae Droglarinda Vitamin E Miktar Tayini

Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L., Pistacia lentiscus var.
chia’dan elde edilen Folia Pistaciae lentiscus, Folia Pistaciae terebinthus
ve Folia Pistaciae lentiscus var. chia droglarindan hazirlanan n-hegzan
ekstrelerinden daha dnce uygun tartimlar olduklar saptanan, 20, 30, 40, 50 ve
60 mg'lik tartimlar alindi. Bunlarin her biri 2 ml kloroformda ¢6zuldu. Hazirlanan
bu cozeltilerden hamilton enjektord yardimiyla alinan 20ul’lik miktarlar, daha
once anlatilan gekilde aktive edilen plaklara nokta seklinde uygulandi.
Siklohegzan:dietileter (8:2) sisteminde yurutulen plaklar, kurutulduktan sonra
* Bakirsulfat-Fosforik asit belirteci puskurtiimesini takiben 190 °C’lik etivde 10
dakika bekletildi. Ekstrelerde bulunan vitamin E’nin olusturdugu lekelerin (Resim
31-33) alan degerleri, CS 920 Thin Layer Scanner aletinde 350 nm’de D,
lambasi kullanilarak okundu. Sonuglar regresyon egrisi yardimiyla, kuru

materyal agirhgi Gzerinden ytuzde gram miktari olarak hesaplandi.

*%10 CuSO4 -%8 H3;PO4 reaktifi: 1 kisim %10’luk Bakir II silfat ¢ozeltisi + 1

kisim %8’lik Fosforik asit ¢ozeltisi (44).



2. BULGULAR

a. Folia Pistaciae Droglarindan Elde Edilen Ekstre Miktar

Bitki Drog Miktari (g) Ekstre Miktarn (g)
Pistacia terebinthus L. 100 5.1379
Pistacia lentiscus L. 100 5.2124
Pistacia lentiscus var. chia 100 5.8030

Tablo 10. Bitkilerden elde edilen ekstre miktarlari
b. Ekstrelerde Bulunan Vitamin E’nin Teshis ve Kontrolu

Ekstrelerde bulunan vitamin E’nin saflagtirimasi amaciyla, daha 6nce de
anlatilan sekilde aktive edilen plaga uygulanan Folia Pistaciae ekstrelerinin ve
saf a-tokoferoliin, starttan itibaren 15 cm olacak sekilde yUkseltildikten sonra,

Olcllen R degerleri Tablo 11°de verilmigtir.

R¢ (cm)
Saf a-tokoferol 8.2cm-Rf=0.547
Folia Pistaciae terebinthus ekstresindeki a-tokoferol 8cm-Rf=0.533
Folia Pistaciae lentiscus ekstresindeki a-tokoferol 8.1cm-Rf=0.540
Folia Pistaciae lentiscus var. chia ekstresindeki a-tokoferol |8cm-Rf=0.533

Tablo 11. Saf a-Tokoferol ve Folia Pistaciae ekstrelerinde bulunan o-

tokoferolin Rs degerlerinin karsilastiriimasi

Plak Uzerinde, gun 1siginda ve 366 nm’de hicbir leke gorilmemektedir.

254 nm UV isik altinda ¢ekilen fotograflar ise Resim 27-29’da gorulmektedir.




Ekstrelerden preparatif TLC ydntemi ile izole edilen a-tokoferolin ve saf
a-tokoferolin UV ve IR spektrumlari ¢ekilip ayri ayri birbiriyle karsilastirildiginda
ayni madde olduklari gorulmustir. Cekilen spektrumlar Spektrum 1-4 ve

Spektrum 5-8'de verilmistir.

1. A. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA VITAMIN E’NiN
KOLORIMETRIK BiR YONTEM iLE MIKTAR TAYiNi

a. Vitamin E ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Gizimi
-Saf Vitamin E ile Yapilan Alan Taramasi-
Saf vitamin E’'nin kloroformdaki 10g/l'lik stok ¢ozeltisinden 10, 15, 20 ve
25 ul’lik miktarlar alindi. Alinan miktarlar ile maddenin verdigi maksimum pikin
dalga boyunu tespit etmek i¢in 520-523 nm arasinda Olgulen absorbans

degerleri Tablo 12’de verilmigtir.

Ornek Miktarlari (pl)
A (nm) 10 15 20 25
520 0.458 0.709 0.953 1.195
520,5 0.459 0.709 0.954 1.195
521 0.459 0.710 0.954 1.195
521,5 0.460 0.710 0.955 1.195
522 0.461 0.711 0.955 1.196
522,5 0.460 0.709 0.954 1.195
523 0.460 0.709 0.954 1.194

Tablo 12. Saf vitamin E ile yapilan alan taramasi sonuglari ve saf vitamin E’nin

kolorimetrik miktar tayini igin Olgu egrisi alan degerleri



Folia Pistaciae droglarinda kolorimetrik yontemle yapilan vitamin E

miktar tayinine ait sonuglar Tablo 13-15’de verilmistir.

Ekstre miktari (mg) 522 nm Absorbansi % Vitamin E
10,5 0.328 0.003418
10,5 0.320 0.003336

10 0.310 0.003396
20 0.598 0.003240
20 0.643 0.003481
20 0.617 0.003341
30 0.917 0.003298
30 0.931 0.003348
30 0.971 0.003491
40 1.236 0.003328
40 1.252 0.003370
40 1.279 0.003443

Tablo 13. Folia Pistaciae terebinthus drogundan hazirlanan ekstredeki vitamin

E’nin kolorimetrik miktar tayini sonugclari




Ekstre miktari (mg) 522 nm Absorbansi % Vitamin E
10 0.357 0.004404
10.2 0.365 0.004413
10 0.363 0.004476
20 0.719 0.004391
20 0.711 0.004343
20 0.723 0.004415
30 1.022 0.004149
30 1.049 0.004258
30 1.034 0.004197
40 1.416 0.004303
40 1.414 0.004297
40 1.435 0.004360

Tablo 14. Folia Pistaciae lentiscus drogundan hazirlanan ekstredeki vitamin

E’nin kolorimetrik miktar tayini sonuglari




Ekstre miktari (mg) 522 nm Absorbansi % Vitamin E
10 0.484 0.005335
10.3 0.491 0.005254
10.3 0.495 0.005296
20 0.969 0.005302
20.2 0.987 0.005346
20.4 1.006 0.005395
30 1.413 0.005143
30 1.413 0.005143
30 1.434 0.005219
40 1.950 0.005315
40.3 2.020 0.005465
40.5 2.036 0.005480

Tablo 15. Folia Pistaciae lentiscus var. chia drogundan hazirlanan

ekstredeki vitamin E’nin kolorimetrik miktar tayini sonuclari




1. B. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA VITAMIN E’NiN
OPTiK DANSITOMETRIK BiR YONTEM iLE MIKTAR TAYiNi
a. Vitamin E ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Cizimi
Saf vitamin E ile hazirlanan standart serinin verdigi alan degerleri ve bu
alan degerleri ile gizilen 6lgu egrisi ve regresyon denklemi Tablo 16 ve Sema

2’'de verilmistir.

Tatbik Hacmi (ul) Alan
0.00 0.000
2.00 27937
4.00 54061
6.00 82512
8.00 109386

Tablo 16. Saf vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayinin igin dlgu

egrisi alan degerleri



b. Folia Pistaciae Droglarinda Bulunan Vitamin E’nin Miktar Tayini
Folia Pistaciae droglarinda optik dansitometrik yontemle yapilan vitamin E

miktar tayinine ait sonuglar Tablo 17-19'da verilmigtir.

Ekstre
Konsantrasyon Uygulama Hacmi Alan % Vitamin E
1955 0.003468
1 : 27
20 mg/2ml 20u| 880 0.0033
1961 0.003480
2605 0.003127
2615 0.003139
30 mg/2ml 20yl
2713 0.003262
3576 0.003258
3768 0.003438
40 mg/2ml 20yl
3736 0.003408
4283 0.003138
50 mg/2m 204 4499 0.003300
4455 0.003267
5185 0.003180
4910 0.003008
60 mg/2ml 20yl
5987 0.003682

Tablo 17. Folia Pistaciae terebinthus drogundan hazirlanan

ekstrelerdeki vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayini sonuglari




Ekstre Uygulama
Konsantrasyonu Hacmi Alan % Vitamin E
2313 0.004677
20 mg/2ml 20y 2186 0.004408
2156 0.004344
3155 0.004310
30 mg/2ml 20uy] 3091 0.004219
3189 0.004358
4381 0.004534
40 mg/2ml 20y 4352 0.004503
4445 0.004602
4894 0.004063
50 mg/2ml 20y 4712 0.003908
4523 0.003748
6551 0.004558
60 mg/2ml 20yl 6408 0.004457
6457 0.004492

Tablo 18. Folia Pistaciae lentiscus drogundan hazirlanan ekstrelerdeki

vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayini sonuglari




Ekstre
Konsantrasyonu | Uygulama Hacmi Alan % Vitamin E
2820 0.005168
3076 0.005656
20 mg/2ml 20yl
2809 0.005147
4057 0.005018
4357 0.005399
30 mg/2ml 20y|
4109 0.005084
5682 0.005313
5372 0.005017
40 mg/2ml 20y|
5339 0.004986
6831 0.005126
6777 0.005086
50 mg/2ml 20yl
7030 0.005279
8161 0.005118
9119 0.005727
60 mg/2ml 20y|
8032 0.005036

Tablo 19. Folia Pistaciae lentiscus var. chia drogundan hazirlanan

ekstrelerdeki vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayini sonuglari




3. SONUGLARIN iSTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Tablo 20. Folia Pistaciae terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus, Folia

Pistaciae lentiscus var. chia Droglarindan Hazirlanan Hegzan
Ekstresindeki Vitamin E’nin Kolorimetrik Miktar Tayini Sonugclari
Bitkiler N Mean Med St.Dev. Min Max Qq Qs
A 12 0.003374 |0.003359 | 0.000075 |0.00324 |0.003491 |0.003334 |0.003424
B 12 0.004334 |0.004352 | 0.000097 |0.004149 [0.004476 |0.004287 | 0.004406
C 12 0.005308 |0.005309 | 0.000108 |0.005143 |0.005480 |0.005245 |0.005358
A: Pistacia terebinthus L., B: Pistacia lentiscus L., C: Pistacia lentiscus var chia
Tablo 21. Folia Pistaciae terebinthus , Folia Pistaciae lentiscus,
Folia Pistaciae lentiscus var. chia Droglarindan Hazirlanan Hegzan
Ekstresindeki Vitamin E’nin Optik Dansitometrik Miktar Tayini Sonuglari
Bitkiler N Mean Med St.Dev. Min Max Qq Qs
A 15 0.003299 |0.003267 |0.000174 |0.003008 |0.003682 |0.003160 |0.003423
B 15 0.004345 |0.004408 |0.000262 |0.003748 |0.004677 |0.004265 |0.004519
C 15 0.005211 |0.005126 | 0.000227 |0.004986 |0.005727 |0.005060 |0.005296

A: Pistacia terebinthus L., B: Pistacia lentiscus L., C: Pistacia lentiscus var chia




Tablo 22. Folia Pistaciae terebinthus drogundan hazirlanan hegzan

ekstresindeki

vitamin E’nin kolorimetrik miktar tayini

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

sonuglarinin

Ekstre miktari 10 mg 20 mg 30 mg 40 mg
N 3 3 3 3
Ortalama 0.003383 0.003354 0.003379 0.003380
ST.Dev. 0.000042 0.000121 0.000100 0.000058
Min 0.003336 0.0.003240 0.003298 0.003328
Max 0.003418 0.003481 0.003491 0.003443

Tablo 23. Folia Pistaciae lentiscus drogundan hazirlanan hegzan

ekstresindeki

vitamin E’nin kolorimetrik miktar tayini

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

sonuglarinin

Ekstre miktari 10 mg 20 mg 30 mg 40 mg
N 3 3 3 3
Ortalama 0.004431 0.004383 0.004201 0.004320
ST.Dev. 0.000039 0.000037 0.000055 0.000035
Min 0.004404 0.004343 0.004149 0.004297
Max 0.004476 0.004415 0.004258 0.004360




Tablo 24. Folia Pistaciae lentiscus var. chia drogundan hazirlanan

hegzan ekstresindeki vitamin E’nin kolorimetrik miktar tayini sonucglarinin

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Ekstre miktari 10 mg 20 mg 30 mg 40 mg
N 3 3 3 3
Ortalama 0.005295 0.005348 0.005168 0.005420
ST.Dev. 0.000041 0.000047 0.000044 0.000091
Min 0.005254 0.005302 0.005143 0.005315
Max 0.005335 0.005395 0.005219 0.005480

Tablo 25. Folia Pistaciae terebinthus drogundan hazirlanan hegzan

ekstresindeki vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayini sonuglarinin

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Ekstre 20mg/2ml | 30mg/2ml | 40mg/2ml | 50 mg/2 ml | 60 mg/2 ml
konsantrasyonlari
N 3 3 3 3 3
Ortalama 0.003425 0.003176 0.003368 0.003235 0.003290
ST. Dev 0.000085 0.000075 0.000096 0.000086 0.000350
Min 0.003327 0.003127 0.003258 0.003138 0.003008
Max 0.003480 0.003262 0.003438 0.003300 0.003682




Tablo 26. Folia Pistaciae lentiscus drogundan hazirlanan hegzan

ekstresindeki vitamin E’nin optik danmsitometrik miktar tayini

sonugclarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Ekstre 20mg/2ml | 30mg/2ml | 40mg/2ml | 50 mg/2 ml | 60 mg/2 ml

konsantrasyonlari
N 3 3 3 3 3

Ortalama 0.004476 0.004296 0.004546 0.003906 0.004502
ST. Dev 0.000177 0.000071 0.000051 0.000158 0.000051

Min 0.004344 0.004219 0.004503 0.003748 0.004457

Max 0.004677 0.004358 0.004602 0.004063 0.004558

Tablo 27. Folia Pistaciae lentiscus var. chia drogundan hazirlanan

hegzan ekstresindeki vitamin E’nin optik dansitometrik miktar tayini

sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Ekstre 20mg/2ml | 30mg/2ml | 40mg/2ml | 50 mg/2 ml | 60 mg/2 ml
konsantrasyonlari
N 3 3 3 3 3
Ortalama 0.005324 0.005167 0.005105 0.005164 0.005294
ST. Dev 0.000288 0.000204 0.000181 0.000102 0.000378
Min 0.005147 0.005018 0.004986 0.005086 0.005036
Max 0.005656 0.005399 0.005313 0.005279 0.005727




4. TARTISMA VE SONUC

Arastirmamiza konu olan Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve
Pistacia lentiscus var. chia bitkilerinde bulunan E vitamini miktarini saptamak
amaciyla, orneklere kolorimetrik ve optik dansitometrik yontemler uygulanmistir.
Bu iki farkli ydntemle elde edilen % vitamin E degerleri ve bu degerlere iliskin

tamamlayici istatistiksel veriler Tablo 28 ve Tablo 29°'da verilmigtir.

Bitkiler Vitamin E% | MinvitE % | MaxvVitE % St. Dev.
A 0.003374 0.003240 0.003491 0.000075
B 0.004334 0.004149 0.004476 0.000097
Cc 0.005308 0.005143 0.005480 0.000108

A: Pistacia terebinthus L., B: Pistacia lentiscus L., C: Pistacia lentiscus var. chia

Tablo 28. Folia Pistaciae droglarinda kolorimetrik esasli vitamin E miktar tayini

sonuglarina ait istatistiksel veriler

Bitkiler Vitamin E% | MinvitE% | MaxVvitE % St. Dev.
A 0.003299 0.003008 0.003682 0.000174
B 0.004345 0.003748 0.004677 0.000262
C 0.005211 0.004986 0.005727 0.000227

A: Pistacia terebinthus L., B: Pistacia lentiscus L., C: Pistacia lentiscus var. chia

Tablo 29. Folia Pistaciae droglarinda optik dansitometrik esasli vitamin E miktar

tayini sonuclarina ait istatistiksel veriler




Droglarda bulunan vitamin E miktarini saptamak amaciyla iki yontem
kullaniimistir. Optik dansitometrik ve kolorimetrik miktar tayini yontemleri. Bu iki
yontemden elde edilen sonuglarla cgizilen histogramda (Sema 3) acgikga gorilecegi
gibi Folia Pistaciae terebinthus drogundan, iki yontemle elde edilen % vitamin E
degerleri % 0,002-0.004 araligindadir.

Folia Pistaciae lentiscus drogunda ise yine iki yontemle elde edilen % vitamin
E sonuglari % 0.003 ve % 0.005 aralidindadir. Folia Pistaciae lentiscus var. chia
drogundan elde edilen sonuglarda ise kaydadeger bir artis gézlenmekte ve %
0.004-0.006 arahginda yer almaktadir.

Verilen tablolarda (Tablo 28-29) ve histogramda (Sema 3) goruldugu gibi, Folia
Pistaciae terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus ve Folia Pistaciae lentiscus
var. chia droglarinin vitamin E miktarini tespit etmek igin uygulanan
spektrofotometrik (kolorimetrik) ve optik dansitometrik ydntem, birbiriyle ayni

sonugclari vermektedir.



IV. FOLIA PISTACIAE DROGLARI UZERiNDE BiYOLOJIK
AKTIVITE TAYINLERI

1. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA SiTOTOKSIK AKTIVITE TAYINi

A.TEORIK KISIM

Cesitli Akdeniz Ulkelerinde ve yurdumuzda yabani olarak genis bir
yayllim gosteren Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia
lentiscus var. chia bitkilerinin yapraklarindan hazirlanan Folia Pistaciae
terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus ve Folia Pistaciae lentiscus var. chia
halk hekimliginde kullanilan droglardir (7,12,17,18). Buna ragmen yaptigimiz
arastirmalarda, bu droglarin, higbir sitotoksik aktivite ¢alismasina konu
olmadigini gordik. Bunun Uzerine bu ¢alismamizda, bu droglarin sitotoksik
aktivitelerini arastirmayi planladik. Bu amacla droglarin etanol, metanol,
etilasetat ve n-hegzan ekstreleri ile droglardan hazirladigimiz inflUzyona Artemia

salina (Brine shrimp) metodu uygulanmistir (46).

B. PRATIK KISIM

1. MATERYAL VE METOT



Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var.
chia Dbitkilerinin toplanan yapraklari, ac¢ik havada, oda Isisinda, ara sira
karistirmak suretiyle kurutuldu ve toz edildi. Etanol, metanol, etilasetat ve n-
hegzan ekstreleri hazirlandi. Ayrica droglarin suyla inflizyonu da hazirlandi.
Hazirlanan bu ekstrelere ve inflizyona Artemia salina (Brine-shrimp) metodu

uygulandi (46).

a. Folia Pistaciae Etanol Ekstresinin Hazirlanisi

Toz edilmis 20 g Folia Pistaciae drogu Uzerine 120 ml etanol ilave edilip,
manyetik karistiricida isitmaksizin 5 saat tutuldu. Sidre sonunda drogla
muamele olan ¢bzicu suzuldu. Bakiye Uzerine tekrar 120 ml etanol ilave edilip
manyetik karistiricida ekstraksiyon islemine 8 saat daha devam edildi. Co6zucu
suzllip bakiye Uzerine son kez, 120 ml etanol ilave edilip, son kez 8 saat
manyetik karistiricida birakildi. Slre sonunda birlegtirilen etanolli ekstreler,
alcak basing altinda kuruluga kadar ucguruldu. Etanol ekstrelesinin
hazirlanmasinda kullanilan yontem ile metanol ve etilasetat ekstreleri de ayni
sekilde hazirlanmistir.
b. Folia Pistaciae Hegzan Ekstresinin Hazirlanisi

Folia Pistaciae droglarinda vitamin E miktar tayini kisminda anlatilmistir.
c. Folia Pistaciae infiizyonunun Hazirlanisi

10 g toz drog tartildi. 100 ml kaynar distile su ilave edilerek, kaynar su
banyosu Uzerinde 5 dakika bekletildi. Oda sicakhgina gelmesinden sonra
suzllen inflzyon, distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Algak basing altinda

kuruluga kadar uguruldu.



1. a. Artemia Salina (Brine shrimp)

Brine shrimp hakkindaki ilk yazili kayitlar 1755 yilina dayanmaktadir.
Canlinin diger isimleri, brine worn, salztierchen, sofereg, bahar el dud,
fezzanwurm’dur. Artemia tuzlu sularda, o&zellikle tuzlu gdllerde, genis
populasyonlar halinde yasayan bir canhdir. Bu canlilar zorlu doga kosullarinda,
hatta tuzlulugun 300 g tuz/ | su’ya kadar ¢iktigi durumlarda bile yasayabilirler.
Zaten boyle sular, ancak bazi bakteri ve alg populasyonlarini barindirdidi igin,
kirmizi, mavi veya yesil renkte goérulen sulardir. Brine shrimp (Artemia ), bu
zorlu doga sartlarina adapte olmus az sayidaki omurgasiz hayvanlardan biridir.

Artemia yumurtalari ilk basta gol kenarlarinda, su yuzeylerinde, ylzen
klguk partikuller (200-300 um g¢apinda) halinde tabakalar olusturacak sekilde
toplanirlar. Sonunda da rlzgarla ve dalgalarla kiylya atilirlar. Bunlar
Artemia’larin gorunuste hareketsiz (faaliyetsiz) inaktif kuru kistler oldugu
donemdir. Bu kuru kistler zamanla deniz yuzeyinde dibe batinca islanir, siserek
kire seklini alir. Bu haldeyken kabugun icinde embriyonun metabolizmasi
aktiflesmistir. Birka¢ saat i¢inde kistin dig membrani patlar ve embriyo gorundar.
Etrafi bir membranla kusatilir. Bunu takip eden saatlerde embriyo kist kabugunu
terk eder. Cizgili membranin iginde, yeni farklilagsmisg olan antenler ve g¢ene
hareket etmeye baglar. Bizim Artemia’yl deneylerimizde kullandigimiz hali
budur. Brine shrimp (Artemia) gunumuzde, laboratuarda biyolojik aktivite
deneylerinde kullanilan bir canhdir (47). Biz laboratuar gartlarinda steril yapay
deniz suyu hazirlayarak, 0zel olarak hazirlanmig klvetlerde ortam
yaratmaktayiz. BOylece yumurtalardan, Artemia larvalarini ¢ogaltip, serbestce

yuzebilir hale geldiginde, deneylerimizde kullanmaktayiz.



1. b. Metod:

1. 3.8 g deniz tuzu (Sigma-9883), 100 ml distile suda ¢ozullr.

2. Tuzlu su tanka konur ve uzerine Brine-shrimp yumurtalari eklenir.

3. Devamli 1gik altinda birakilan yumurtalardan, 2 gun iginde larvalar ¢ikar.

4. Maddelerden, 1000,100,10 ppm olmak Uzere 3 ayri konsantrasyonda
hazirlanir.

1000 ppm olarak hazirlamak igin 20 mg madde 2 ml ¢dzlcude
¢6zUndurdltr.3 ayri flakona 0,5 ml konur. 100 ppm konsantrasyonda hazirlamak
icin, geriye kalan 0,5 mlI'den alinan 0,2 ml ¢ozelti 1,8 ml ¢bzicu eklenerek
seyreltilir ve bundan alinan 0,5 ml’lik miktarlar 3 ayri flakona konur. Geriye kalan
ekstreye ayni yontem uygulanarak 10 ppm’lik konsantrasyonlar hazirlanir ve 3
ayri flakona 0,5’er ml konur. 1 flakona da kontrol amaciyla sadece 0,5 ml
¢ozlcu konur. Cozuculer ugurulur.

5. 2 gun sonra Brine shrimp larvalari yumurtadan ¢ikip, hazir hale gelince her
flakona 5 ml deniz tuzu ¢ozeltisi eklenir ve 10 larva sayilarak konur.

6. 24 saat sonra yasayan Brina shrimp larvalari sayilir ve kaydedilir.

7. Veriler bilgisayar yardimiyla degerlendirilir ve LCso olarak hesaplanir.

Artemia salina metodunu uygulamak icin Folia Pistaciae droglarinin n-
hegzan, metanol, etanol, etilasetat kuru ekstreleri ve suyu ucgurulan
inflzyonlarindan 20’ser mg tartiip, 2 ml kloroformda ¢d6zuldi. Maddeler
1000,100,10 ppm’lik konsantrasyonlarda hazirlandi. Her konsantrasyon igin , 3
ayri flakona 0,5 ml’er ml konuldu. Cdéztculer uguruldu. Larvalar hazir olunca
yine her bir flakona 5’er ml deniz tuzu c¢ozeltisi ilave edilip, 10’ar tane larva
sayilip, eklendi. 24 saat yasayan Brine shrimp larvalari sayilarak, veriler

bilgisayarda degerlendirildi. Sonuglar LCs olarak saptandi (Tablo 30).



1. c. Folia Pistaciae Droglari Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Analizler

-Kullanilan Yontemler-

Yapilan teshis denemeleri; Folia Pistaciae terebinthus, Folia Pistaciae
lentiscus ve Folia Pistaciae lentiscus var. chia droglarindan hazirlanan n-
hegzan, etanol, etilasetat ve metanol ekstreleri ile infuzyonlari igin ayri ayri
gergeklestirilmistir.

- Tanen teshisi: 1 g ekstere 2 ml suda ¢ozllerek, Uzerine 1-2 damla
%%5’lik FeCls ¢ozeltisi ilave edildiginde olusan mavi renkli ¢cokelti tanen varligini
gOsterir (48).

- Flavonozitler (Shibata teghis reaksiyonu): 30 mg ekstre Gzerine 3 ml
metanol ve 0,2 mg magnezyum tozu ilave edildikten sonra %10’luk etanolli
HCI asit damla damla ilave edilir. Flavon glizokozitleri varliginda numunede
mor-turuncu arasinda degisen bir renklenme goézlenir (48).

- Alkaloit teshisi: Elde edilen ekstrelerin herbiri kendi ekstraksiyon

solvanlarinda c¢oziiliir. Cozeltinin ‘Dragendorf Reaktifi ile turuncu bir cokelek
ve **Mayer Reaktifi ile beyaz renkli bir ¢okelti olusturmasi alkaloit varligini

gOsterir (48).

‘Dragendorf Reaktifi: 5 g Bi,(COs)s, 10 ml derisik HCI, 25 g KI, H.O q.s.p. 100
ml.
“Mayer Reaktifi: 36 g HgClz, 25 g KI, 100 ml H,O.



- Steroidal sapogenoler (Salkowski Deneyi): 20 mg ekstre %10’luk
H,SO, ile hidroliz edilir, stzlllur ve stzuntlye esit hacimde kloroform ilave
edilerek calkalanir. Kloroformlu tabaka alinir ve 1 ml kloroformlu kisim 1-2
damla derisik HoSOy ile tabakalandinilir. Sari, ardindan kan kirmizisi renk alan
halka steroidal saponin varligini gdstrerir. Steroidal saponinler i¢in yapilan bir
diger teshis denemesi Lieberman Burchard Deneyi'dir: Salkowski Deneyi
icin hazirlanan kloroformlu kismin 1 ml'si su banyosunda kuruluga kadar
ucurulur. Bakiye 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek ¢ézllir. Bu ¢ozelti 1-2
damla derisik H.SO; ile tabakalandirilir. iki tabakanin degme yiizeyinde dnce
mor sonra mavi bir halka varligi deneme sonucunun olumlu giktigini gosterir.

- Triterpenik saponozitler (Anisaldehit-Sulfurik asit deneyi): Bir
kapsille konan 1-2 mg ekstre (izerine ~ Anisaldehit-Siilfirik asit reaktifi
damlatildiginda pembeden mora kadar renk degisimi gozlenir (48).

- Nisasta: 1 mg ekstre 1 ml su ile karstiriir, 1 dakika kaynatilir.

Sogumasinin ardindan suzulup, stzuntld Uzerine 1 damla %7’lik iyot ¢ozeltisi
ilavesi ile meydana gelen mavi renk nisasta varligini gosterir (49).

Folia Pistaciae droglari Uzerinde yaptigimiz biyolojik aktivite
sonuglarinin  yapi-etki iligkisiyle desteklenmesi amaciyla gergeklestirilen
fitokimyasal analiz sonuglari Tablo 31'de belirtiimektedir. Yapilan analiz
sonuglari Folia Pistaciae terebinthus, Folia Pistaciae lentiscus ve Folia
Pistaciae lentiscus var. chia droglarindan hazirlanan n-hegzan, metanol,

etanol ve etilasetat ekstreleri ile infuzyonlarini kapsamaktadir.

“Anisaldehit-Siilfiirik asit reaktifi: 0,5 ml anisaldehit, 10 ml glasiyel

asetik asit, 85 ml metanol, 5 ml derigik H,SOs,.



2. BULGULAR

a.
Bitki Ekstreler ppm LCso
n-Hegzan 1000:100:10 593.5121
Etanol 1000:100:10 269.6858
Pistacia terebinthus Metanol 1000:100:10 269.6858
Etilasetat 1000:100:10 >1000
Su 1000:100:10 >1000
n-Hegzan 1000:100:10 764.3084
Etanol 1000:100:10 122.4134
Pistacia lentiscus Metanol 1000:100:10 269.6858
Etilasetat 1000:100:10 >1000
Su 1000:100:10 >1000
n-Hegzan 1000:100:10 693.3019
Etanol 1000:100:10 221.5384
Pistacia lentiscus
Metanol 1000:100:10 196.4852
var.chia
Etilasetat 1000:100:10 >1000
Su 1000:100:10 >1000

Tablo 30. Folia Pistaciae droglarindan hazirlanan hegzan, etanol,

etilasetat ekstrelerinin ve inflizyonlarinin sitotoksik aktivite tayin sonuglari

metanol,



Bitkiler Ekstreler | Tanen |Flavanoid | Alkaloid Saponin Nigasta
(%) verim Triterpenik-
seteroidal
n-hegzan + - - ++ +
51379 ¢
etilasetat + + - +;- +
Pistacia 6,8440 g
metanol + + - -+ +
terebinthus L. 6,2616 g
etanol + + - ++ +
12,3848 g
infuzyon + + - -+ +
7,4624 g
n-hegzan + - - ++ +
5,2124 g
etilasetat + + - +;- +
Pistacia 4,8464 g
lentiscus L. metanol + + - -+ +
7,1512 g
etanol + + - -+ +
14,2248 g
infuzyon + + - -+ +
10,0068 g
n-hegzan + - - ++ +
5,8030 g
etilasetat + + - +;- +
Pistacia lentiscus | 7,8812 g
metanol + + - -+ +
var. chia 7,8912 g
etanol + + - -t +
12,0056 g
infuzyon + + - -+ +
12,5728 g

Tablo 31. Folia Pistaciae droglarinin fitokimyasal analiz sonuglari

3. TARTISMA VE SONUG

Elde edilen sonuglara goére (Tablo 30), Pistacia terebinthus L., Pistacia

lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var. chia n-hegzan, etanol ve metanol ekstrelerinin




sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir. Bunun yaninda inflizyonlarinda ve de
etilasetat ekstrelerinde sitotoksik aktivite gézlenmemigtir. Bunun nedenlerinden biri
ise; fitokimyasal analiz sonuglarinda da goérildaga Uzere, ekstrelerin kullanilan
ekstraksiyon solvanina gore icerik degisimi gostermeleridir. Dolayisiyla bu degisim
droglarin sitotoksik aktivite sonuglarina da yansimaktadir. Bu bitkisel droglar halk
hekimliginde 6zellikle infuzyon seklinde kullanildigi igin sitotoksik aktivite sonuglarinin
olumsuz ¢ikmasi, droglarin halk hekimliginde kullanimi acgisindan o6nemli bir
sonugtur. Ancak halk hekimliginde c¢esitli kullanimlari olan Pistacia terebinthus L.,
Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var. chia’nin n-hegzan, etanol ve metanol
ekstrelerinde sitotoksik aktivite gdzlenmesi, daha ileri sitotoksik aktivite deneylerinin

yapilmasinin uygun olacagini géstermektedir.



2. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYIiNi

A. TEORIK KISIM

Pistacia terebinthus L., yapraklari 6zellikle halk hekimliginde haricen
gunes yaniklarinin tedavisinde kullanilan Anacardiaceae familyasina ait bir
bitkidir. Ayrica bu bitkinin recinesinin mide agrilari ve peptik Ulserin tedavisinde
de kullanildigini gbérmekteyiz (17,18). Halk arasinda kahve yapimi ve yag
eldesinde kullanilan bu drog hakkinda herhangibir antimikrobiyal calismaya
rastlanmamistir (19).

Anacardiaceae familyasinin diger Uyelerinden olan Pistacia lentiscus L.
ve bir kultur bitkisi olan Pistacia lentiscus var. chia bitkilerinin de halk arasinda
yaygin olarak stomasik ve haricen bazi deri rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanildig1  belirtiimektedir (7,12). Bu iki drog uzerinde yapilan literatur
calismalarinda ise yalnizca Pistacia lentiscus L.'un su ekstresi Uzerinde
antifungal (8) ve Pistacia lentiscus var. chia bitkisinin recineden izole edilen
ugucu yaginda antimikrobiyal aktivite ¢galismalarina rastlanmigtir (14).

Bu sebeple, bu calismada Pistacia lentiscus L., Pistacia lentiscus var.
chia ve Pistacia terebinthus L. bitkilerinin yapraklarindan hazirlanan n-hegzan,
etanol, metanol, etilasetat ve su ekstrelerinin antimikrobiyal etkileri Disk

Diffuzyon Yontemi'yle incelenmigtir (50).



B. PRATIK KISIM
1. MATERYAL VE METOT

Pistacia terebinthus L. bitkisinin yapraklari 05-05-2001 tarihinde Buca-
Kaynaklar Koyu'nden, Pistacia lentiscus L. bitkisinin yapraklari 18-02-2001
tarininde Cesme-Ardic mevkiinden ve Pistacia lentiscus var. chia bitkisinin
yapraklari 18-02-2001 tarihinde Cesme-Alagati yoresinden toplandi. Yapraklar
sik sik karistirmak suretiyle, golgede, oda isisinda kurutulmustur. Bu sekilde
hazirlanan droglar toz edilmistir. Drog tozundan hazirlanan n-hegzan, etanol,
metanol, etilasetat ekstreleri ve inflzyonu 60 ug/disk olacak sekilde DMSO
(dimetilsullfoksit)’de ¢ozundurulmustar. Bu sekilde hazirlanan ekstrelere Disk
Diffuzyon Metodu uygulanmistir (50).
a. Disk Diffuzyon Metodu

Ulkemizde, klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda, antibiyotik
duyarhliklarinin saptanmasinda rutin olarak kullanilan yontem disk diffizyon
yontemidir. Bu test, diske emdirilen antibiyotigin, duyarlihgi arastirilan
organizmanin inokule edildigi besi yerine diffize olmasi temeline dayanmaktadir
(51).
b. Besi Yeri

Testlerimizde NCCLS (Performance Standarts for Antimicrobial Disk
Suspectibility Tests Approved Standart)'in onerdigi besi yeri olan Mieller Hinton
Agar kullanilmigtir. Bu besi yeri daha tekrarlanabilir sonuglar vermesi, bir gok
patojenin Uremesi igin yeterli olmasi ve hakkinda bir ¢ok veri bulunmasi gibi

Ozelliklerinden dolayi tercih edilen bir besi yeridir (51).



c. Miieller Hilton Agarin Hazirlanmasi

e Mueller Hinton Agar, ticari olarak satilan preparatindan ureticinin tavsiyesine
uyularak hazirlanir.

e Otoklavdan giktiktan sonra su banyosunda 45-50 "C’ye kadar sogutulur.

e Besi yeri, cam veya plastik petrilere derinligi 4 mm olacak sekilde dokuldr.
Besi yerinin dokuldugu petrilerin dizgun bir ylzeyde olmasina dikkat
edilmelidir.

e Agar oda isisina gelince kullanilabilir.

e Besi yeri kullaniimadan 6nce secilen bir tanesi 35 °C'de 24 saat inkube
edilerek sterilite kontrolu yapiimalidir (51).

d. Besi Yerinin inokulasyonu

Agar kulturinden 4 yada 5 koloni alinir. Koloniler buyyon veya
serum fizyolojige konarak 0,5 McFarland bulanikligina (10® cfu/bakteri
yogunluguna esittir) ayarlanir ve ilk 15 dakika icinde, stispansiyon igine pamuklu
ekivyon batirilip tipin kenarindan ekivyonun sikilmasi ile fazla sivi birakilir.

Eklvyon Mueller Hinton Agar’in tim ylzeyine surllerek inokulum yayilir (51).

e. Disklerin Yerlestirilmesi

Ekstre miktari DMSO’da 60 pug/disk olacak sekilde ayarlanmistir.

Testlerimiz sirasinda 6 mm ¢apinda diskler (Oxoid antibacteriyel suspectibility

blanck tests disc) kullaniimistir. Diskler steril bir pens yardimiyla tutularak

ekstreye batirilir. Ekstreyi emen diskler agar ylzeyine yerlestirilir ve Uzerine
hafifce bastirilarak besi yerine tamamen temas etmesi saglanir. Disklerin
merkezden merkeze birbirinden en az 24 mm ara ile konulmasi gereklidir.

Maddenin bir kismi aninda diffuze oldugundan, agar yuzeyine koyulduktan

sonra disk bir daha kaldiriimamalidir (51).



Disklerin yerlestiriimesinden sonra petriler, 37°C’lik etivde 24 saat
inkUbasyona birakilmigtir. Yalnizca Enterobacter cloaceae igin 30 °C ve 24 saat
inkibasyon suresi ve sicakhgl ayarlanmigtir.

Bir gecelik inkiibasyondan sonra, ekstrelerin olusturdugu inhibisyon zon
caplari dlgulmastar.
f. Kullanilan Bakteriler ve Olusturduklari Enfeksiyonlar

Staphylococcus aureus: Bakteri en c¢ok deri ve mukoza
enfeksiyonlarina sebep olur. Abseler, fronkll (sivilce), sikozis (sakal ve kil
koklerinin yangisi), kan ¢ibani (carbuncle), penaris (dolama), hidroademit (ter
bezlerinin yangisi), gdozkapagi iltihabi (blerafit), arpacik, en sik gérulen deri ve
mukoza enfeksiyonlarindandir. Bakteri ayrica, orta kulak iltihabi (otitis media),
menenijit, ¢esitli ic organ abseleri, sinlzit, bronsit, daha nadir olarak idrar yollari
enfeksiyonlarina da neden olur. Belli bir odakta yerlesen stafilokoklar, kan yolu
ile yayilarak agir bir klinik tablo veren sepsise bile neden olabilirler. Yine
Staphylococcus aureus’un pasta, sut, krema ve benzeri yiyeceklerde Uremesi,
besin zehirlenmelerine sebebiyet vermektedir (52).

Staphylococcos epidermidis: Yara ve konjonktiva enfeksiyonlarina
neden olur. Ayrica genel digkunlik ve vucut direncinin azaldigi hallerde bazi
idrar yollari enfeksiyonlarindan ve bazi bakteriyel endokardit olgularindan
sorumludur (52).

Enterobacter cloaceae: idrar vyollari enfeksiyonlari, tst solunum
yolu enfeksiyonlari, nadiren ploérezi, menenijit, sepsis ve ¢esitli organ hastaliklari
yapabilirler. Yine hastane enfeksiyonlari Uzerinde yapilan arastirmalarda,

gittikge artan oranlarda bu bakteriye rastlanmaktadir (52).



Esherichia coli: insanlarin, memeli hayvanlarin ve kuslarin normal
bagirsak florasinda bulunan ve burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir
denge altinda kaldigi suUrece hastallk yapmayan bir bakteridir. Ancak
sayilarindaki artis veya bagirsaktan digari ¢ikmalari hastalik nedenidir. Bu
sekilde insan ve hayvan bagirsaklarinda yaygin ve surgun seklinde ortaya c¢ikan
bagirsak hastaliklarina neden olur. Yine diger organlara yerlesmeleri, 6zellikle
yeni dogan ve yaslilarda 6nemli enfeksiyon hastaliklarina sebep olur (52).

Enterococcus faecalis: Cesitli Urogenital enfeksiyonlar ve
endokarditlere neden olur (52).

Salmonella thyphimurium: Genel enfeksiyonlara sebep olur.
Farelerde barinan bir bakteri olmasi nedeniyle, bu hayvanlarin ¢ikartilariyla
bulasan besin maddeleri yoluyla zehirlenmelere ve enfeksiyonlara yol agar (52).

Pseudomonas aeruginosa: Bagisiklik sistemi saglikli olan kisilerde
Pseudomonas infeksiyonlarina ¢ok az rastlanir. infeksiyonlarin klinik olarak
ortaya ¢ikmasinin 6n kosulu, savunma sisteminde defektlerin var olmasidir. En
onemli infeksiyonlar: Solunum yetmezligi olan hastalarda pnédmoni, yanik yara
infeksiyonlari, ameliyat sonrasi yara infeksiyonlari ve ilagc bagimllarinda
endokardittir. Hastane infeksiyonlarinda izolasyon sikhgina gére Pseudomonas
aeruginosa, Esherichia coliden sonra, ikinci sirada yer almaktadir (53).

Candida albicans: insan ve hayvanlarda mukozalarda kommelsal
olarak bulunur. Bu nedenle, Candida infeksiyonlari, endojen infeksiyonlar olarak
kabul edilir. Candida, siklikla, direnci zayiflamig, 6zellikle hicresel bagisiklik
sistemi tahrip olmus hastalarda goérulir. En sik olarak mukozalarda tutulur,

nadiren deri, i¢ organlarda da yerlesme olur (53).



2.BULGULAR

Antimikrobiyal etki deneyleri sonucunda, Folia Pistaciae droglarinin n-
hegzan, etanol, metanol, etilasetat ve su ekstrelerinin ayrica kontrol grubu
antibiyotik olarak kullanilan Seftazidim’in, 10 farkli bakteri ve Nistatin’in Candida
albicans Uzerinde olusturmus oldugu inhibisyon zonlarinin ¢api Tablo 32-34’de

verilmigtir.

inhibisyon capi (mm)

Mikroorganizmalar A B C D E F G
Escherichia coli ATCC 29998 8 - - 8 8 15 -

Escherichia coli ATCC 25922 - 7 9 - - 14 -

Escherichia coli ATCC 11230 7 - 9 8 7 18 -

Staphylococcus aureus ATCC 7 - - 7 8 12 -

6538P

Staphylococcus aureus ATCC 8 - - 7 8 13 -

29213

Staphylococcus epidermidis 7 - - - 9 12 -

ATCC 12228

Salmonella typhimurium CCM 7 - - - - 14 -

5445

Enterobacter cloacae  ATCC 7 - 10 - - 13 -

13047

Enterococcus faecalis ATCC - - 8 - - 11 -

29212

Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - 8 7 22 -

27853

Candida albicans ATCC 10239 8 - - - - - 18

A: Etanol ekstresi; B: n- Hegzan ekstresi; C: Etilasetat ekstresi; D: Metanol
ekstresi; E: Su ekstresi; F: Seftazidim; G: Nistatin; H: Kontrol (DMSO )

Tablo 32. Pistacia lentiscus L. ekstrelerinin Antimikrobiyal aktiviteleri.



inhibisyon ¢api(mm)

Mikroorganizmalar A B C D E F G
Escherichia coli ATCC 29998 - - - - 7 15 -

Escherichia coli ATCC 25922 7 8 9 - - 14 -

Escherichia coli ATCC 11230 8 7 7 8 8 18 -

Staphylococcus aureus ATCC 7 - - 7 - 12 -

6538P

Staphylococcus aureus ATCC 7 - - 10 8 13 -

29213

Staphylococcus epidermidis 7 - - 11 9 12 -

ATCC 12228

Salmonella  typhimurium CCM 7 - - 9 - 14 -

5445

Enterobacter cloacae @ ATCC 8 9 9 - - 13 -

13047

Enterococcus faecalis ATCC - - 9 - - 11 -

29212

Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - 7 8 22 -

27853

Candida albicans ATCC 10239 8 8 - - - - 18

A: Etanol ekstresi; B: n- Hegzan ekstresi; C: Etilasetat ekstresi; D: Metanol
ekstresi; E: Su ekstresi; F: Seftazidim; G: Nistatin; H: Kontrol (DMSO )

Tablo 33. Pistacia lentiscus var. chia ekstrelerinin Antimikrobiyal aktiviteleri

inhibisyon ¢api (mm)

Mikroorganizmalar A B C D E F G
Escherichia coli ATCC 29998 - - - 8 9 15 -

Escherichia coli ATCC 25922 9 10 12 - - 14 -

Escherichia coli ATCC 11230 9 10 8 8 8 18 -

Staphylococcus aureus ATCC - - - 8 8 12 -

6538P

Staphylococcus aureus ATCC - - 8 7 8 13 -

29213

Staphylococcus epidermidis 8 - - 7 11 12 -

ATCC 12228

Salmonella typhimurium CCM - - - 7 8 14 -

5445

Enterobacter  cloacae @ ATCC - - 11 - - 13 -

13047

Enterococcus faecalis ATCC - - 12 - - 11 -

29212

Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - 7 9 22 -

27853

Candida albicans ATCC 10239 - - - - - - 18

A: Etanol ekstresi; B: n- Hegzan ekstresi; C: Etilasetat ekstresi; D: Metanol
ekstresi; E: Su ekstresi; F: Seftazidim; G: Nistatin; H: Kontrol (DMSO )Tablo
34. Pistacia terebinthus ekstrelerinin Antimikrobiyal aktiviteleri.



3. TARTISMA VE SONUC

Yapilan incelemelerde goruldugu Uzere, Pistacia terebinthus L.’'un etanol
ekstresi, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 11230 ve
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Uzerinde antibakteriyal aktivite
gOstermistir. n- Hegzan ekstresi incelenen bakteriler iginde sadece Escherichia
coli ATCC 25922 ve Escherichia coli ATCC 11230’nin blyumesini inhibe
etmistir. Etilasetat ekstresinin ise Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 11230 , Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterobacter cloacae
ATCC 13047 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212’in bliyumesini inhibe ettigi
saptanmistir. Metanol ve su ekstreleri  Escherichia coli ATCC 25922,
Enterobacter cloacae ATCC 13047 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212
disindaki incelenen tim bakterilere etkilidir. Hatta su ekstresinin
Staphylococcus epidermidis ATCC 122282’ye karsi saptanan antibakteriyal
aktivitesi Seftazidim’e oldukga yakindir.  Pistacia terebinthus L.’un incelenen
tum ekstreleri Candida albicans ATCC 10239’a karsi aktif degildir.

Pistacia lentiscus L.’un etanol ekstresinin, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
disinda tum bakterileri inhibe ettigi saptanmistir. n-Hegzan ekstresi ise sadece
Escherichia coli ATCC25922’ye etkili olmustur. Pistacia lentiscus L.'un etilasetat
ekstresi,  Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 11230,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Enterobacter cloacae ATCC 13047’nin
bdylUmesini inhibe etmistir. Metanol ekstresi Escherichia coli ATCC 29998,

Escherichia coli ATCC 11230, Staphylococcus aureus ATCC 6538P,



Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC
27853’y1 inhibe etmistir. Su ekstresinin de, metanol ekstresinin inhibe ettigi tim
bakterileri inhibe ettigi ayrica Staphylococcus epidermidis ATCC 12228’inde
buyumesini inhibe ettigi saptanmigtir.

Pistacia lentiscus var. chia’nin etanol ekstresi incelen bakteriler icinde
Escherichia coli ATCC 29998, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 hari¢c tium bakterileri ve Candida
albicans’i inhibe etmistir. n- Hegzan ekstresi, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 11230, Enterobacter cloacae ATCC 13047 ve Candida
albicans ATCC 10239u inhibe etmistir. Etilasetat ekstresinin, incelenen
bakteriler icinde sadece Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
11230, Enterobacter cloacae ATCC 13047 ve Enterococcus faecalis ATCC
29212’in buylmesini inhibe ettigi saptanmistir. Metanol ekstresi Escherichia coli
ATCC 11230, Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella
thyphimurium CCM 5445 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC 278532’nin
bdyUmesini inhibe etmigtir. Hatta metanol ekstresinin, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 Uzerindeki antibakteriyal aktivitesi Seftazidim’e
yakindir. Su ekstresi ise Escherichia coli ATCC 29998, Escherichia coli ATCC
11230, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 ve Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853’'nin buyumesini inhibe
etmektedir.

Antibakteriyel ajan olarak kullanilan Seftazidim butin bakterileri inhibe
etmesine karsl, Candida albicans’in gelisiminde etkisizdir. Yine antifungal ajan

olarak kullanilan Nistatin, Candida albicans gelisiminde inhibitérdur, fakat higbir



bakteri Uzerinde etkisi yoktur. Coézlcu olarak kullanilan DMSOQO’in testlerde
kullanilan hi¢bir mikroorganizma tzerinde inhibitor etkisi yoktur.

Yapilan antimikrobiyal aktivite tayininde goruldugu UGzere, ayni bitkinin farkli
ekstrelerinde  bile  mikroorganizma  inhibisyon  c¢apinda  degigimler
g6zlenmektedir. Bunun bir nedeni de fitokimyasal analiz sonuglarindan da
anlasilacagi Uzere, bitkinin farkh ekstrelerindeki etken madde igeriginin
degigimidir.

Sonug olarak, sdylenebilir ki, batlin bu ekstreler , bazi durumlarda bakteri ve
mantarlara karsi koruyucu olarak kullanilabilir. Ayrica bu arastirma ekstrelerde

ki, asil etkili antimikrobiyal madde izolasyonu igin de bir 6n ¢alisma olmaktadir.



V. FOLIA PISTACIAE DROGLARINDA UGUCU BILESIKLERIN

SAPTANMASI VE iZOLASYONU

A. TEORIK KISIM

Arastirmamiza konu olan Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve
Pistacia lentiscus var. chia yapraklarinda yogun olarak ugucu yag ihtiva eden
bitkilerdir. Yapilan arastirmalar ugucu yag tasiyan bitkilerin yaygin bir sekilde
halk ilaci olarak kullanildiklarini géstermektedir. Ozellikle halk arasinda yaygin
bir sekilde kullanilan sakiz ugucu yagi Uzerinde yapilan antimikrobiyal aktivite
c¢alismalari, bu yagin antimikrobiyal oldugunu gostermektedir (14). Bu bdlimde
yine ayni sekilde arastirmamiza konu olan ve yaptigimiz ¢alismalar sonucu bazi
bakteriler Uzerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini saptadigimiz  Pistacia
terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var. chia bitkilerinde

ugucu yag analiz galismalari GC/MS analiz yontemiyle gergeklestirilmistir.

B. PRATIK KISIM
1. MATERYAL VE METOT
a. Bitkisel Materyal
izmir-Cesme yéresinden toplanan Pistacia lentiscus L. ve Pistacia
lentiscus var. chia bitkileri ile Ege Universitesi Kampus Alan’'ndan toplanan

Pistacia terebinthus L. bitkileri, toplanmalarinin hemen ardindan yaprak ve



surgun kisimlarina ayrilarak, distilasyon islemine uygun olacak sekilde

parcalara ayrilmistir.

b. Deneysel Calisma

Materyalin Distilasyon islemine Hazirlanmasi

Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var chia
bitkilerinin yaprak ve sirgunleri ayrilarak distilasyon islemine hazir hale getirildi.

Distilasyon islemi: Bitkisel materyallerden ucucu yagin elde edilmesi
islemi su distilasyonu ydntemiyle gergeklestiriimistir. Bu amacgla USP (294) de
tarif edilen bir dizenekten yararlaniimigtir. Buna gére USP’de tarif edilen ugucu
yag tayin cihazinin yerli olarak imal edilmig bir benzerinde bitkisel materyal
yaklasik 100’er g’lik porsiyonlar halinde ve 2 litrelik distilasyon balonuna
doldurulduktan sonra 10 kati kadar distile su ilave edildilerek 8 saat sureyle
distilasyon iglemine tabi tutuldu. Elde edilen ugucu yag toplandi. Yag ugucu
bilesenlerin tayini icin GC/MS sistemine uygun miktarlarda enjekte edildi.

Su Miktar Tayini: Distilasyon ydontemiyle elde edilen ugucu yag verimini
kuru baz Uzerinden hesaplamak amaciyla distilasyon isleminden énce bitkisel
materyalin icerdigi su miktari volumetrik yontemle belirlendi. Su miktar tayini igin
volumetrik (azeotropik) su tayin apareyi kullanildi (40).

10 g materyal tam olarak tartilip, 250 ml’lik bir balona konuldu ve Gzerine
drog miktarinin 10 kati kadar ksilol ilave edilip, su miktari sabit kalincaya kadar
geri ceviren sogutucu altinda elektrikli 1siticida kaynatildi. Apereyin buret
kismindaki su miktari sabit oldugunda isleme son verildi. Dereceli tupte
toplanan ksilol+su karigimi tamamen ayrildiktan sonra dip kisminda toplanan su

miktari okunup materyalin igerdigi su miktari ylizde cinsinden hesaplandi. Buna



gore bitkilerin tasidigi su miktarlari; Pistacia terebinthus L. (yaprak) %18,
(surglin) %45; Pistacia lentiscus L. (yaprak) %10, (sirgun) %15 ve Pistacia
lentiscus var. chia (yaprak) %18, (surgiin) %15'dir.
c. Analitik Calisma
Gaz Kromotografisi/ Kutle Spektrofotometresi Sistemi (GC/MS)
Ucucu yag icindeki bilesenler gaz kromotografisi kolonunda ayrildiktan
sonra, dedektor gorevi yapan kutle spektrofotometresinde her birinin kltle
spektrumlari  alindi. Degerlendirmeler “TBAM Ucucu Yag Bilesenleri
Klatiphanesi” ve Wiley GC/MS Kutiphane Tarama Yazilimlari kullanilarak

yapildi.

GC/MS Analiz Kosullari

Sistem: Hewlett Packard G 1800 A GCD

Kolon: Innowax FSC (60 m x 0.25 mm g, 0.25 ym film kalinhgr)

Tasiyici Gaz: Helyum

Sicakliklar: Enjeksiyon: 250 °C; Kolon: 60 °C’de 10 dak // 220 °C’ye 4 °C
dak // 220 °C’de 10 dak // 240 °C’ye 1 °C/dak

Split Orani: 50:1

MS Kosullari: Elektron enerijisi: 70 eV; Kitle araligi: m/z 35-425

2. BULGULAR
Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var.
chia bitkilerinden elde edilen ugucu yagin bilesimi, alikonma indeksleri ve yluzde

miktarlari Tablo 35,36'da verilmistir.



RRI Compound A B C D
1032 | a-Pinen 194 0.5 0.5 -
1035 o-Tujen 0.6 - - -
1076 | Kamfen 0.3 - - -
1118 | B-Pinen 2.8 1.1 0.1 -
1132 | Sabinen 23.2 1.8 - -
1174 | Mirsen 2.2 0.2 27.4 13.9
1176 | o -Fellandren 2.3 - - -
1183 | p-Mentha-1,7(8)-diene (=Pseudolimonen) 0.1 - - -
1188 | a-Terpinen 1.1 - - -
1203 | Limonen 6.9 1.3 0.7 1.0
1218 | B-Fellandren 6.5 0.4 0.8 0.6
1241 Butil-2-metilbutirat
1246 | (Z)- B —Osimen - - - 0.1
1255 | y-Terpinen 1.8 - - 0.2
1266 | (E)- B —Ocimen - - - 0.4
1275 | 2-Metilbutil butirat 0.3 - - 0.4
1280 | p-Simen 0.3 7.1 - 0.2
1285 Izoamil izovalerat - 0.1 - -
1290 |Terpinolen 0.5 - - 0.3
1299 | 2-Metilbutil izovalerat 0.1 0.3 - 0.2
1398 | 2-Nonanon - 0.3 0.3 04
1466 | a-Kubeben - - -
1468 | 3-Metil butil hezanoat (=/Izoamil hezanoat) 0.4 1.8 0.4 09
1471 | 2-Nonil asetat - - '
1482 | (2)-3-Hezenil-2-metil butirat - 0.1 - -
1493 |a-Ylangen - 0.1 - -
1497 | a —Kopaen 0.6 1.3 1.3 0.9
1521 2-Nonanol - 0.2 - 0.2
1535 |B-Burbonen - 0.4 - 0.1
1549 | B-Kubeben 0.3 0.7 0.9 0.5
1571 Trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.1 0.6 - -
1589 |[B-Ylangen - - 0.1 0.1
1597 | Bornil asetat 0.1 14 - -
1600 |B-Elemen 0.8 1.5 1.2 0.9
1604 | 2-Undekanon - 2.8 0.9 1.9
1611 Terpinen-4-ol - -
1612 | B-Karyofillen 5.7 29.2 7.2 10.8
1638 | Cis-p-Menth-2-en-1-ol - 0.4 - -
1641 Cis-p-Terpinol - - - 0.2
1661 Alloaromadendren 0.5 1.0 1.0 0.9
1662 | (£)-3-Hezenil hezanoat - 0.1 - -
1664 | Izoamil oktonat

- 0.7 - 0.2
1677 | Epi-Zonaren 0.1 - 04 04
1687 | a-Humulen 1.3 2.4 3.3 3.4
1690 |Kripton

- 0.8 - -
1704 |y —Muurolen 0.8 2.7 1.3 1.7
1706 |a-Terpinol 0.4 3.5 - 3.3
1709 | a —Terpinil asetat 0.3 - 1.4 4.8
1719 | Borneol - 0.3 - -
1722 | 2-Undekanol - 0.1 - -
1726 | Germakren D 14.1 0.7 21.7 20.1
1740 | a—Muurolen 0.6 1.8 2.3 14
1755 | Bisiklogermakren 04 - 0.9 0.5




1758 Cis-Piperitol - 0.4 - -
1758 (E,E)-a-Farnesen - - - 0.2
1773 | §-Kadinen 1.7 04 3.9 4.2
1776 |y —Kadinen 0.1 0.6 0.3 04
1797 | p-Metil asetofenon - 0.3 - -
1799 |Kadina-1,4-diene (=Kubenen) - - 0.3 0.3
1804 | Mirtenol - 0.2 - -
1810 | 3,7-Guaidien - 0.1 - 0.1
1815 | 2-Tridekanon - 0.1 - 0.1
1853 Cis-Kalamenen - 0.8 0.3 04
1854 Germakren-B 0.1 - - -
1864 | p-Simen-8-ol - 0.5 - -
1868 | (E)-Geranil aseton - 0.6 - -
1900 | Epi-Kubebol 0.2 0.2 0.8 0.2
1929 2-Metil butil benzoat - 0.2 - -
1932 Izoamilbenzoat - 1.0 0.1 04
1945 | 1,5-Epoksi-salvial(4)14-ene - 0.2 - -
1957 | Kubebol 0.6 0.3 1.7 0.4
1973 | Dodekanol - - - 0.1
2001 Izokaryofillen oksit - 0.7 0.1 -
2008 | Karyofillen oksit 0.3 3.3 0.5 0.3
2050 | (E)-Nerolidol - - - 0.3
2051 Gleenol - 0.2 - -
2069 1,6-Germakradien-5B-ol (=Germakren D-43-ol) 04 - 0.6 0.2
2071 Humulen epoksit-II - 1.2 - -
2080 | Kubenol - 0.7 0.6 0.7
2088 1-epi-Kubenol 0.2 1.2 1.1 1.3
2096 |Elemol 0.2 0.2 0.8 0.6
2144 Spatulenol - 0.5 0.1 0.1
2148 (Z2)-3-Hezen-1-il benzoat - 0.2 - 0.2
2149 Dimirsen I-a - - 0.2 0.1
2174 Dimirsen I-b - - 0.3 0.1
2179 | 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon - - - 0.2
2186 | Mint silfit - - - 18
2187 | T-Kadinol 0.2 - 0.8 '
2209 | T-Muurolol 0.3 1.7 1.2 1.8
2219 | 8-Kadinol ( =alfa-muurolol) 0.1 0.8 0.6 0.9
2219 Dimirsen ll-a - - 3.1 1.8
2245 Elemisin | 1
- - - 0.2
2250 |a—-Eudesmol - - 0.4 0.5
2255 | a—Kadinol 0.6 3.0 2.2 3.3
2269 Dimirsen Il-b - - 1.3 0.6
2273 | Selin-11-en-4a-ol - - - 0.2
2503 | Dodekanoik asit - - 0.1 0.3
2655 | Benzil benzoat - - - 04
2670 | Tetradekanoik asit (= Miristik asit) - - 0.1 0.2
2931 Hezadekanoik asit - 04 0.1 0.5
Total| 99.9 89.9 95.8 94.3

Tablo 35. Pistacia lentiscus L., Pistacia lentiscus var. chia Bitkilerinin Ugucu
Yag Bilesenleri

A: Pistacia lentiscus L. —surgun ucucu yagi; B: Pistacia lentiscus L.—yaprak
ugucu yag|

C: Pistacia lentiscus var. chia —surgun ugucu yagi; D: Pistacia lentiscus var.
chia —yaprak ugucu yag|



RRI Compound E (%) |F (%)

1014 | Trisislen

e 0.2
1032 | o-Pinen 0.2 29
1076 | Kamfen 0.1 1.0
1118 | B-Pinen 0.1 7.5
1132 | Sabinen - 0.1
1176 | o-Fellandren 0.2 1.8
1188 | o-Terpinen e e
1203 |Limonen 04 3.3
1218 | B-Fellandren 0.1 1.2
1225 |(Z)-3-Hezenal
1244 | Amil furan (2-Pentil furan)

e 0.1
1246 | (2)-B-Osimen 0.4 0.4
1255 | y-Terpinen 0.1 0.2
1266 | (E)-B-Osimen 0.1 0.1
1280 | p-Simen 0.3 2.3
1290 | Terpinolen 0.2 0.3
1319 | (E)-2,6-Dimetil-1,3,7-nonatren 0.1 -
1360 |Hekzanol E -
1382 | cis-Alloosimen E e
1400 |Nonanal 0.6 0.3
1429 | Perillen - e
1439 | y-Kamfolen aldehit - e
1450 | Trans-Linalool oksit (Furanoit) 0.2 -
1452 | o,p-Dimetilstiren 0.2 0.1
1466 | o-Kubeben 1.5 5.9
1478 | cis-Linalool oksit (Furanoid) 0.1 -
1494 | (Z2)-3-Hezenil 3-metilbutirat (=(2)-3-hezenil izovalerat) e -
1497 | a-Kopaen 0.8 1.8
1528 | o-Burbonen 0.1 -
1535 | B-Burbonen 0.8 0.2
1549 | p-Kubeben - 2.7
1571 | trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.1 -
1586 | Pinokarvon 0.3 1.8
1590 | Bornil asetat 4.4 6.0
1611 | Terpinen-4-ol
1612 | B-Karyofillen 1.4 15
1637 | p-Menth-1-en-9-al 0.6 -
1639 |trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol - 0.1
1648 | Mirtenal 1.1 4.1
1661 | Alloaromadendren 0.3 30
1670 |trans-Pinokarvol 0.8 '
1677 |epi-Zonaren 14 0.5
1687 | o-Humulen 0.3 1.5
1706 | o-Terpineol 5.0 2.6
1726 | Germakren D 3.1 10.0
1751 |Karvon - 0.6
1758 | (E,E)-o-Farnesen 2.2 -
1773 | 8-Kadinen 5.1 2.9
1799 | Kadina-1,4-diene (=Kubenen) 1.6 -
1804 | Mirtenol - 3.7
1823 | p-Mentha-1(7),5-dien-2-ol - 0.2
1827 | (E,E)-2,4-Dekadienal - 0.1




1845 | Trans-Karvol 0.2 04
1853 | cis-Kalamenen 3.6 2.9
1882 | cis-Karvol - 0.1
1898 |1,11-Oksidokalamenen 0.2 -
1900 | epi-Kubebol - 1.2
1918 | p-Kalakoren 0.2 -
1941 | a-Kalakoren 14 0.2
1945 |1,5-Epoksi-Salvial(4)14-ene - 0.1
1957 | Kubebol - 5.4
1984 | y-Kalakoren 0.3 0.1
2008 |Karyofillen oksit 0.5 0.7
2037 | Salvial-4(14)-en-1-one 0.7 04
2050 | (E)-Nerolidol 1.0 -
2051 | Gleenol 0.9 -
2071 | Humulen epoksit-II - 0.9
2080 |Kubenol 1.6 0.7
2088 | 1-epi-Kubenol 3.3 2.4
2100 |Henikosan 0.3 -
2144 | Spatulenol 1.4 1.2
2209 | T-Muurolol 1.8 0.3
2219 | y-Kadinol ( =alfa-muurolol) 1.4 0.2
2239 |Karvakrol 1.0 0.3
2255 | o-Kadinol 6.9 2.3
2264 | 4,7-Dimetil-1-tetralon 0.5 0.3
2296 | izofitol 0.3 -
2400 |Tetrakosan
0.8 -
2495 | 14-Okso-kalemenen 0.3 -
2500 |Pentakosan 2.6 0.6
2551 | Geranil linalool 1.6 -
2567 |14-Hidroksi-o-muurolen 0.3 -
2607 | 14-Hidroksi-5-kadinen 0.5 -
2622 | Fitol 5.4 -
2655 | Benzil benzoat 0.5 -
2670 |Tetradekanoik asit (= Miristik asit) 14 -
2700 |Heptakosan 1.2 -
2740 |Antrasen 0.1 -
2822 | Penadekanoik asit 0.2 -
2900 |Nonakosan 0.6 -
2931 | Hekzadekanoik asit 1.2 -
Total| 78.5 91.7
Tablo 36. Pistacia terebinthus L. Bitkisinin Ugucu Yag Bilesenleri
E : Pistacia terebinthus L.- yaprak ugucu yagi
F : Pistacia terebinthus L.- surgln ugucu yagi
e: eser (Trace) (< 0.1 %) RRI: Relative retention indices (allkonma indeksi)



3.TARTISMA VE SONUC

Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var.
chia bitkilerinden izole edilen ugucu bilesenler, GC/MS sistemi yardimiyla
ayrildi. Elde edilen veriler, TBAM Ucgucu Yag Bilesenleri Kitiphanesi ve Wiley
GC/MS Kitiphane Tarama Yazilimlari kullanilarak degerlendirildi.

Bitkilerden su distilasyonu ile izole edilen ugucu yadlarda Pistacia
terebinthus L. i¢in doksan bir, Pistacia lentiscus L. ve Pistacia lentiscus var. chia
icin toplam yuz bilesik saptanmistir. Bunlardan Pistacia terebinthus L. strgln
ugucu yagi icin B-pinen (%7.5), bornil asetat (%6.0), yaprak ugucu yagi i¢in a-
kadinol (%6.9); Pistacia lentiscus L. suirgun ugucu yaqi igin, sabinen (%23.2) ve
a-pinen (%19.4), yaprak ugucu yagi icin terpinen-4-ol ve B-karyofillen (%29.2) ;
Pistacia lentiscus var. chia sirgun ugucu yagi icin mirsen (%27.4), germakren D
(%21.7), yaprak ugucu yag icin germakren D (%20.1) ana bilesenler olarak

gOrulmektedir.



OZET

Bu calismada izmir ili Buca-Kaynaklar yéresinde yabani olarak yetisen,
Pistacia terebinthus L. ve yine Cesme-Ardi¢ mevkiinde yabani olarak yetisen
Pistacia lentiscus L. bitkileri ile Cesme-Alagati’da kultiri yapilan Pistacia
lentiscus var. chia bitkisinin yapraklari Uzerinde, bes ayri proje halinde cesitli
arastirmalar yapiimistir.

Birinci projede, Folia Pistaciae droglari Uzerinde, cesitli makroskobik ve
mikroskobik arastirmalar yapilip, droglarin makroskobik ve mikroskobik
ozellikleri tanitilmistir.

ikinci olarak droglar Uzerinde, DAB 10’daki yontemler esas alinarak,
cesitli kalite kontrol denemeleri yapiimigtir. Bu denemeler sonucunda, droglarin
nem, total kil ve sulfat kili miktar tayinleri saptanmistir.

Diger bir projemizde ise, Folia Pistaciae droglarinda bulunan E
vitamini’'nin (a-tokoferol) miktari, kolorimetrik ve optik dansitometrik esasl
yontemlerle tayin edilmigtir.

Bunlara ek olarak Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus L. ve Pistacia
lentiscus var. chia bitkilerinin ugucu bilesenlerinin tayini GC/MS sistemi
vasitasiyla yapiimistir.

Besinci ve son projemizde ise, Brine shrimp yontemi ile droglarin
sitotoksik aktivitesi ve Disk Diffizyon Yontemi’yle de antimikrobiyal aktivitesi

tayin edilmigtir.



SUMMARY

In this study, Pistacia terebinthus L., Pistacia lentiscus and Pistacia
lentiscus var. chia leaves were collected from west Anatolia in izmir-Buca,
Cesme.

As the first project, the anatomical and microscobical investigations on
Folia Pistaciae have been carried out.

As the second project of our study, its quality control determinations have
been conducted according to DAB 10. In this concept, determination of vitamin
E by TLC and assays for ash, humidity.

As the third project of our study, the content of a-tocopherol, has been
quantitatively determined by two different methods based on colorimetry and
optical densitometry.

In addition to this study, the volatile compounds of Pistacia terebinthus
L., Pistacia lentiscus L. and Pistacia lentiscus var. chia were analyzed by
GC/MS system.

As the last project of our study, the biological activity of Folia Pistaciae
has been studied by using two different methods:

a. Antimicrobial activity by Disk Diffusion Tecnique

b. Cytotoxicity evaluated by the Brine shrimp Lethality bioassay.
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