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ONSOZ
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OZET

GIDA MADDESI OLARAK TUKETILEN MAHLEP (Prunus malaheb L.) TIBBI
VE AROMATIK BITKISININ UCUCU YAG VE FENOLIK BILESENLERININ
BELIRLENMESI; ANTIOKSIDAN VE ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ
INCELENMESI

Mahlep (Prunus mahaleb L.) bitkisi yaygin olarak bazi hastaliklarin iyilestirilmesinde
ve aroma saglayici olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Mahlep meyvesinin
antioksidan 6zelligi CUPRAC (Cu*? Indirgeyici Antioksidan Kapasite), FRAP (Fe*?
Indirgeme Antioksidan Giicii) ve DPPH* radikali temizleme aktivitesi metotlariyla
aci8a c¢ikarilmis ayn1 zamanda toplam polifenol ve toplam flavonoid madde miktarlar
da belirlenmistir. Sonuglara gore toplam flavonoid ve fenolik madde miktarlari
sirastyla 0,56+0,02 mg kuersetin/g numune ve 1,89+1,48 mgGAE/g numune
seklindedir. Antioksidan kapasiteleri ise CUPRAC i¢in 0,12+0,01 mmol TEAC/g
numune, DPPH* i¢in IC50=2,23 mg/mL ve FRAP i¢in, 0,02+0,00 pumol FeSO4.7H>O/g

numune olarak ol¢iilmiistiir.

Antimikrobiyal 6zellik i¢in Disk diflizyon ve Minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) metotundan faydalanilmistir. Mahlep meyvesinin bakterilerden daha ¢ok maya
suslarma etkili oldugu goriilmiistiir. Candidalar iizerine 2000-4000 mg/mL degeriyle

antifungal aktivite gosterdigi bulunmusgtur.

Mahlep’den elde edilen ugucu yagin SPME ve GC/MS cihazlar ile ger¢eklestirilen
analizi sonucunda 26 tane bilesen tanimlanmistir. Bir ester olan pentadekanolid
(%34,67), eter olan (Z)-anethole (%18,74), keton olan asetoin (%6,32) ve yag asidi
olan Palmitik asit (%3,35) bilesikler arasinda en yliksek oranlara sahip olduklar1 i¢in

ana bilesenler olarak nitelendirilmistir.

Mahlep’in fenolik bilesen analizi i¢cin HPLC-UV metotu kullanilmis ve bu tayin 15
tane standart ile gerceklestirilmistir. Mahlep meyvesinde gallik asit %0,4 (1,85 ppm)
klorojenik asit %0,3 (1,44 ppm) ve p-kumarik asit %0,4 (1,97 ppm) miktarlarinda

fenolik bilesikleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Mahlep, Biyolojik Aktivite, Ucucu yag, Fenolik bilesen, SPME,
GC-MC, HPLC-UV
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SUMMARY

DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL AND PHENOLIC COMPONENTS OF
MAHLEP (Prunus malaheb L.) MEDICINAL AND AROMATIC PLANT
CONSUMED AS FOOD; EXAMINATION OF ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

Mahlep (Prunus mahaleb L.) plant is widely used in many areas for the treatment of
some diseases and as a flavoring agent. The antioxidant properties of mahleb fruit were
revealed by CUPRAC (Cu'? Reducing Antioxidant Capacity), FRAP (Fe** Reducing
Antioxidant Power) and DPPH" radical scavenging activity methods, as well as the
total polyphenol and total flavonoid substance amounts. According to the results, the
amounts of total flavonoid substance and total phenolic substance are 0,56+0,02 mg
Quercetin/g sample and 1,89+£1,48 mgGAE/g sample, respectively. Antioxidant
capacities were measured as 0,12+0,01 mmol TEAC/g sample for CUPRAC,
1C50=2,23 mg/mL for DPPH* and 0,02+0,00 umol FeSO4.7H>O/g sample for FRAP.

Disc diffusion and Minimum inhibition concentration (MIC) methods were used for
antimicrobial properties. It has been observed that mahleb fruit is more effective
against yeast strains than bacteria. It was found to show antifungal activity against

Candida with a value of 2000-4000 pg/mL.

As a result of the analysis of the essential oil obtained from Mahlep using SPME and
GC/MS devices, 34 components were identified. Pentadecanolide, an ester (34,67%),
(Z)-anethole, an ether (18,74%), acetoin, a ketone (6,32%), and palmitic acid, a fatty
acid (3,35%), were described as the main components because they had the highest

rates among the compounds.

HPLC-UV method was used for phenolic component analysis of Mahlep and this
determination was carried out with 15 standards. Phenolic compounds in the amount
of gallic acid 0,4% (1,85 ppm), chlorogenic acid 0,3% (1,44 ppm) and p-coumaric acid
0,4% (1,97 ppm) were found in mahleb fruit.

Keywords: Mahleb, Biological Activity, Essential oil, Phenolic component, SPME,
GC-MC, HPLC-UV
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1 GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

[Ik medeniyetlerden giiniimiize kadar uzanan siirecte bitkiler, tedavi amagli ve besin
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Misirlilar, Siimerler, Hititler, Asurlar ve
Mezopotamyalilar yillar boyunca bitki tedavi yontemlerini kullanmiglardir. Ayrica ilk
caglardan bu zamana kadar her toplumda goriilen, bitkiler iizerinde arastirma yapan ve
bitkilerden elde ettigi karisimlar1 baz1 fermantasyon iglemleri uygulayarak insanlarin
veya hayvanlarin tedavisinde kullanan kisilere herbalist ad1 verilir. Yani bu da ‘Aktar’

anlamina gelir (URL-1).

Tibbi aromatik bitkilerin hazirlanma asamasinda dikkatli davranmak gerekir. Bu
bitkiler genellikle dogadan el ile toplama yolu ile elde edilir. Bitki tiirlerinde ciddi
anlamda kayiplarin olugmasinit 6nlemek ya da bunu en aza indirmek icin, toplum
bilin¢lendirilmeli ve kurutma islemleri uygun sartlarda, hijyen ve sanitasyon

kurallaria uygun yapilmalidir (Goktas ve Gidik, 2019).

Tibbi amaclh kullanilan bitkiler diinya c¢apinda yaklasik 50000-70000 arasindadir
(URL-2). Giiniimiizde kullanilan bu bitkiler; gida, boya, tekstil, ilag, tarim, kozmetik,
siis bitkisi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bitki tiirlerinin yaklagik 11000
civarinda tiirleri vardir ve bunlarin 500 kadar alternatif tip alaninda kullanilmaktadir

(Tiirkan ve ark., 2006).

Bitkilerin kok, cicek, yaprak, meyve gibi kisimlar1 hastaliklari iyilestirmek amaci ile
kullanilmaktadir. Bitkilerin ge¢misten giliniimiize kadar kullanilan bu 6zelligi,
hastaliklarin tedavisindeki énemini gostermektedir. Canlilarda antimikrobiyal etkisi
acisindan ele alinan bitkiler, gegmisten giiniimiize kadar hem besin kaynagi olarak hem

de ila¢ kaynagi olarak kullanilmistir (Ceylan ve ark., 2018).

Tedavisi miimkiin olmayan ve siirekli artis gdsteren hastaliklarin yayilmasi, modern
tip uygulamalarina ve doktorlara olan giivenin azalmasi, ila¢ endiistri alaninda giivenin
sarsilmasi, modern tip alaninda bazi hastaliklarin tedavi edilmesinin yetersiz olmasi,

yasam kalitesini ve sliresini uzatmak amaciyla insanlar alternatif tibba yonelmislerdir.



Dogal ve saglikli olusu agisindan ilk medeniyetlerden bu yana hastalik tedavilerinde
oncelikli tercih edilen tedavi yoOntemi tibbi aromatik bitkiler (TAB) olmustur.
Giliniimiizde bitkisel tedavi yontemlerine ‘alternatif tip ya da fitoterapi’ denilmektedir.
Fitoterapi terimini ilk kez Fransiz Doktor Henri Lenclerc (1870-1955) kullanmistir
(Goktas ve Gidik, 2019).

Gegmisten bu zamana kadar kocakar ilaglar1 diye bilinen, aslen halk hekimi olarak
bunlar1 uygulayan insanlara ve mevcut tedavi yontemlerine olan giivenimiz simdiki
zamanda da devam etmektedir (Sol, 2007). Ulkemizde bunun gibi ¢esitli yontemler,
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kanser gibi tedavisi zor olan hastaliklarda
ve miitemadiyen siiren hastaliklarda bu tarz uygulamalarin daha ¢ok tercih edildigini

gormekteyiz (Bozkaya ve ark., 2008).

Tip giiniimiiz post modern sartlarinda ne kadar ¢ok ilerlese de alternatif tedavi ve
bitkisel yontemlerin kullanilmaya devam edildigi ve tedavilerde genis kapsamli
yararinin oldugu goriilmektedir (Illich, 1995). Bu tedaviler aslinda ev ¢oziimleri ve
careler olarak bilinmektedir. Bu tedavilerin amacinin hem bedeni iyilestirmek hem de
ruhun iyilestirilmesi konusundaki anlayisi Samanizm’e dayanmaktadir (Kaplan,
2010). Deneme yontemleriyle ve gozlemlerle elde edilen mevcut bilgiler, nesilden
nesile yiizyillar boyunca kiiltlir araciligiyla aktarilarak tip biliminin temelini
olusturmustur (Ersoy, 2014). Bircok hastaligin tedavisinde sifali tibbi bitkiler
kullanilmaktadir. Bitkiler bazi kimyasal maddeleri icermektedir ve insanlar lizerinde

cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Njume ve ark., 2009).

Farmakolojik olarak giinlimiizde birgok ila¢ iiretilmektedir. Bunlarin %25°1 bitkisel
kaynaklidir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki insanlarin %80°1 saglik
problemleri agisindan ¢ogunlukla bitkisel ilaglara giivenmektedir. Bitkisel ilaglara olan
talebin artmasinin nedeni ise dogal olmasi, yan etkilerinin olduk¢a az olmasi, olugsan

talepler ve diisiik fiyatla tedarik edilmesi gibi 6zellikleridir (Sekar ve Kandavel, 2010).

Mikroorganizmalar ve ¢esitli patojenik mikroorganizmalar arasinda son zamanlarda
fazla miktarda antibiyotik direnci sorunu ortaya ¢iktigindan dolay1 bilim insanlari tibbi
ve aromatik bitkilerin antimikrobiyal oOzelliklerini arastirmaya ve incelemeye

baslamiglardir (Naz ve ark., 2007).



Fenolik bilesikler, meyve ve sebzede az miktarda bulunan, bitki igerikli gidalarin
rengini ve tadin1 etkileyen, en dogal antioksidan goérevinde bulunan 6nemli bir bilesik
grubudur. Dogada bulunan tiim bitkiler kendilerini korumak i¢in bir¢ok fenolik bilesigi
farkli nitelik ve konsantrasyonda iiretirler (Atak ve ark., 2017). Genellikle bitkiler,
yogun stres altinda korunma amaci ile fenolik bilesikleri tiretmektedir. Ayn1 zamanda
meyve ve sebzelerin igceriginde de bulunmakla beraber tat ve renk verici 6zelliklere

sahiptir (Atak ve ark., 2017).

Fenolik bilesikler meyvelerde, sebzelerde, tahil ve baklagillerin igeriginde mevcut
olmasiyla beraber cay, kahve, sarap gibi bitki kaynakli iceceklerde de bulunmaktadir
(Dai ve Mumper, 2010). Yaygin olarak bilinen fenolik antioksidan gruplar1 fenolik
asitler, tokoferoller, kumarinler, sinamik asitler ve flavonoidler’dir. Bu bilesikler
antioksidan ozelliktedirler. Ayn1 zamanda tat ve koku aromasini ¢ogaltmak agisindan
ek katki maddesi olarak kullanilmakla beraber, renk olusumu, antimikrobiyal 6zelligi

ve insan saglig1 agisindan biiylik bir neme sahiptir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Ugucu yaglar genellikle bitkilerin ¢icek, kabuk, yaprak, meyve, tohum ve koklerinden
ekstraksiyon, destilasyon ya da presyon yoluyla elde edilen, s1v1 halde bulunan, renksiz
ve kolayca kristallenme 6zelligine sahip aromatik hidrokarbon karisimlaridir. Bilinen
en onemli 6zellikleri ise hem ugucu hem kokulu olmalaridir. Kokulari suya hapsedilir
fakat su ile karigmazlar. Sabit yaglarla arasindaki fark ise sulu etanolde

¢oziinebilmesidir (Ceylan, 1987).

Insan metabolizmasinda viicudun oksijen kullanimi sirasinda bazi maddelerin tesviki
ile beraber aktif oksijen formlar1 olusmaktadir. Bu formlar engellenemezse protein,
karbohidrat, DNA ve lipitlerde yapisal degisikliklere ve bozulmalara neden
olmaktadir. Boylece hiicrenin yapisini ve fonksiyonlarin1 bozarak, bir¢ok dejeneratif
hastaliklara yol ac¢maktadirlar (Katiyar ve Mukhtar, 1997; Sivritepe, 2000).
Antioksidan maddeler, olusan aktif oksijenleri tutarak oksidasyonun tesvik ettigi
zararli durumlar hiicresel olarak engellemekte ve dejeneratif hastaliklarin olusumunu
durdurmaktadir (Baublis ve ark., 2000; Sivritepe, 2000). Antioksidan fonksiyonlari ile
insan saglig1 bakimindan 6ne ¢ikan maddeler C ve E vitaminleri, fenolik maddeler ve

karotenoidlerdir (Sivritepe, 2000).



Bitkisel ekstraktlarda bulunan antimikrobiyal maddelerin, yapilan bilimsel
arastirmalarda gida gilivenligini korumay1 basardigi icin bu sebepten otiirii dogal

antimikrobiyal olarak bitkilerin kullanilabilecegi ispatlanmistir (Souza ve ark., 2005).

Toplum son yillarda gittikge dogal, organik ve saglikl iirlinlere yonelmektedir. Bu
bilgiler dogrultusunda bu caligmadaki amagc; bir gida {iriinii olarak degerlendirilen,
protein ve yag asitleri bakimindan zengin igerige sahip, tibbi ve aromatik bir bitki olan
Mahlep (Prunus mahaleb L.) bitkisinin antioksidan igeriklerini (DPPH*®, FRAP,
toplam flavonoid, toplam polifenol ve CUPRAC metotlar1 ile), antimikrobiyal
aktivitesini (Disc Difiizyon ve MIK metodu ile), Ugucu yag bilesenlerini (SPME ve
GS-MS yontemleri) ve Fenolik bilesen igeriklerini (HPLC-UV yontemi kullanilarak)

belirlemektir.

1.2 Fenolik Bilesikler ve Simiflandirilmasi

Fenolik bilesikler, yapisal unsurlara ve halka yapisina gore isim alirlar. Cogunlukla
suda ¢oziiniirler. Bitkilerde dogal olarak bulunurlar ve antioksidan 6zellige sahiptirler.
Bitkisel fenolikler, insanlarin faydali olarak bildikleri ilk bilesiklerdir. Fenolik
bilesikler, proteinlerle kompleks olusturarak ¢okelti olusturmaktadir (Cemeroglu ve
Cemeroglu, 1998). Polifenoller, asagidaki gibi flavanoidler ve flavanoid olmayanlar

seklinde iki gruba ayrilirlar (Shahidi ve Yeo, 2016) (Sekil 1).

FENOLIK ASITLER C6-C1 FLAVANOLLER l
Katesin ‘

- 5 Epikatesin
Galllik asit Epigallokategin
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Kafeik asit, Ferulik asit,
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Kuersetin

FLAVONOLLER
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Sekil 1. Polifenollerin siniflandirilmasi (Shahidi ve Yeo, 2016).

Meyve ve sebzeler az miktarda da olsa fenolik maddeleri igermektedir. Fenolik

bilesikler bir ya da birden fazla hidroksil (-OH) fonksiyonel grubunu icermekle birlikte



aromatik bir halkaya sahiptir. Fenolik bilesigin formu bir hidroksi grubu iceren
benzendir, bir diger adi ile fenol bilesigidir (Shahidi ve Naczk, 1995; Cemeroglu ve
Acar, 1986). Bu fenolik bilesiklerin viicudumuda izledigi yol Sekil 2’de

gosterilmektedir.

(I) Tukuruk enzimleri ile
etkilesimden degismeden
cikar.

(II) Asidik kosullara dayanikli
| olan bagh fenolik yapilari mide
—¢ ortamindan degismeden cikar.

(Vl)  Absorbe edilen
bilesenler kan kanaliyla
karacigere tasinir. Bazi
bilegsenler tekrar ince
bagirsak kanalina geger.

(Il) ince bagirsakta yaklagik %5-
10 oraninda enzimatik hidrolize
ugrar ve Faz | metabolitleri
olusur.

(V) Kolondaki mikroflora
tarafindan hidrolize
edilen polifenolik yapilar

basit fenollere sindiri- (V) Koérbagirsaga ulagsan
lirken cesitli metabolitler N polifenolik yapilar depoli-
olusur. b merizasyona ugramazlar.

[V Ure kanaliyla
bosaltim

Sekil 2. Fenolik bilesiklerin insan viicudunda izledigi yol (Bohn, 2014).

1.2.1 Fenolik Asitlerin Yapisi

Fenolik asitler, aromatik karbonik asitler olarak da bilinmektedirler. Serbest halde
bulunan fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olarak iki
grupta incelenirler (Acar ve Gokmen, 2005). Hidroksisinnamik asitler Cs-Cs
fenilmetan yapisinda olup hidroksibenzoik asitler ise Cs-Ci fenilmetan yapisindadir.
Fenolik maddelerin alt grubunda yer alirlar ve fenil-propanoid metabolizmasindan
olusurlar (Anklam, 1998). Sahip oldugu 6zelliklerinden dolay: gida endiistrisinde, ilag
sanayisinde, eczacilik ve tip alanlarinda polifenol arastirma alanlarinda artis
saglanmistir. Polifenoller, bitkinin her yerinde iiretilerek antioksidan, anti-viral, anti-
inflamatuar etkileri sebebiyle insan sagliginda 6nemli bir yere sahiptir. Polifenollerin
aktivitesi; sicaklik, 151k, oksijen, pH, enzimler gibi baz1 besin maddelerinin varligi ile
kisitlanmaktadir. Polifenoller gibi maddelerin aktif olmaya devam etmesi i¢in bazi

mekanizmalar saglanmalidir (Fang ve Bhandari, 2010).
Gallik Asit

Baslica fenolik asitlerden biri olarak kabul edilen gallik asit (3,4,5 trihidroksibenzoik
asit) (Sekil 3) bir birim seker ve degisken miktarda fenol asit molekiilii ile olusturulan
galatotanin ile muamele edilerek olusan, tanenler grubunun olusmasinda énemli bir

yeri olan benzoik asittir (Fernandes ve Salgado, 2016). Gallik asit, agik kahverengi,



beyaz ve sarimsi beyaz renginde kristal bir katidir. Molekiiler formiilii C7HsOs

seklindedir. Molekiil agirligt ise 170,12 g/mol’diir.

Gallik asit; brokoli, patlican ve kugkonmaz gibi sebzelerde bol miktarda kendiliginden
bulunan bir fenolik bilesiktir. Bitkilerde ¢ogunlukla ester kimyasal yapis1 seklinde
bulunur ve bir¢cok yapilan c¢alismalarda gallik asit’in antikanser, antioksidan,
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Antioksidan aktiviteye sahip
olup, giinliik tiiketimi ile birlikte hastalik riskini azaltarak yararli etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir. Yumurtalik toksisitesinde ve ¢evresel toksik maddelerde oksidatif

stres olarak rol yapmaktadir (Cakir ve ark., 2023).

HO OH

OH

Sekil 3. Gallik asit (Cemek ve ark., 2022)

P- kumarik asit

Kumarik asitler, sinnamik asit tiirlerinden olup, fenil grubu mono-hidroklise edilmistir
(Sekil 4). Havug, domates, sogan, elma, cilek, misir, bugday ve kahve gibi bir¢ok
meyve ve sebzede, ayni zamanda tahilda da bulunmaktadir (Ferreira ve ark., 2016;

Boo, 2019).

Bitkilerde serbest halde bulunabilirler ya da organik asitler, aminler, alkoller, lignin,
mono ve oligosakkaritler gibi diger molekiillere konjuge edilebilir. Kumarik asit
(CoHs03), 164,16 g/mol molekiiler agirliga ve 211.5 °C erime noktasina sahiptir. Yapisi
ise sarimsi yesil kristal bir toz halindedir. Dimetil siilfoksit (DMSO), dimetilformamid
ve etanol gibi organik coziiclilerde ¢oziiniirler fakat suda ve sulu tamponlarda kolay
halde ¢oziinemezler. Kumarik asit ayn1 zamanda insan tirozinazinin segici ve kuvvetli

bir inhibitorii halindedir (Boo, 2019).
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Sekil 4. P-kumarik asit (Onat ve ark., 2021)

Klorojenik asit

Klorojenik asitler (Sekil 5) dogal olarak olusan fenolik bilesiklerdir. Bazi ¢esitleri,
insan diyetinde en yaygin olan polifenollerden biridir ve en bilinen 6rnegi ise kahvedir
(Nardini ve ark., 2002). Klorojenik asit; yaban mersini, elma, patates, kahve ve cay
olmak iizere bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir. Dogada en yaygin olarak
bulunan klorojenik asit kaynagi ise, yesil kahvedir. Ayn1 zamanda klorojenik asit,
antiapoptoik, antienflamatuar, antifibroz ve antioksidan etkiye sahiptir (Domitrovi¢ ve
ark., 2014). Kahve c¢ekirdeklerinde dogal halde bulunan klorojenik asitler, antioksidan
ozelligi giiclii bilesenlerdir. Ozellikler kahve g¢ekirdekleri yesil halde ve tazeyken
antioksidan Ozellikleri en yukari seviyelere ulagsmaktadir. Isitma islemine maruz

kaldiktan sonra bu niteliklerinden ytliksek miktarda kayip gozlenmektedir.

HO, COOH

Sekil 5. Klorojenik asidin kimyasal yapis1 (Naveed ve ark., 2018)

1.2.2 Flavonoidlerin Yapisi

Fenolik bilesikler icinde en énemli grubu olusturan flavonoidler, yapisal bakimdan;
flavonlar, flavonoller, flavononlar, antosiyanidinler, katesinler, izoflavonoidler olmak

tizere alt1 gruba ayrilirlar:



Flavonoidler yapisal olarak ii¢ grupta incelenmektedir. Flavonoidler, 15 karbonlu
bilesiklerden olusur ve C¢-C3-Cs yapisindadir. Ug karbon atomunu igeren grup benzen
halkasindan iki tanesini birlestirmekte ve baglanma ¢esiti, flavonoidin hangi sinifta

oldugunu belirlemektedir (Vermerris ve Nicholson, 2006).

Flavonoidler genellikle tiim bitki dokularinda sentezlenebilmektedir. Kendiliginden
meydana genel flavonoid tiirlerinin yaklasik 2000 civarinda oldugu belirtilmektedir.
Cicekler, meyveler, yapraklar ya da bitki dokusu flavonoidleri igermektedir. Bitkilerin
cogu yerinde mevcut olduklarindan dolay1 diyet ile ayrilmaz bir biitiindiir (Shaidi ve

Ho, 2005).

Gidalarda en ¢ok bulunan flavonoidlerin formu, glikozid seklinde olanidir. Bu formun,
yalin formuna gore bagirsaklardan absorbe edilmesi daha giictiir. Flavonoid glikozitler,
bagirsaga girmeden seker kismindan ayrilarak aglikonlart hiicre ¢eperlerinden serbest

halde gegebilmektedir (De Pascual-Teresa ve ark., 2007; Viskupicova ve ark., 2008).

Flavonoidler, bir heterosiklik halkadan ve bir C15 flavon iskelet yapisinda olan iki
fenil halkasindan olusan, genellikle meyve ve sebzelerde yaygin halde bulunan fenolik
bilesiklerdir (De Souza, 2008). Bu bilesikler HPLC ile analizi ilk kez 1976 yilinda
Wheaton ve Fisher tarafindan yapilmistir (Merken ve ark., 2000). Flavonoidler, C
vitamininin viicut tarafindan kullanimina yardimecr olarak bagisiklik sistemini
giiclendirirler. Ayn1 zamanda ishal ve iilser gibi hastaliklara kars1 direng¢ saglayarak
romatizmal hastaliklarda tedavi edici olarak rol yaparlar. Bunun yaninda alerjik
reaksiyonlarin engellenmesini saglayarak, viicut i¢in énemli etkisi olan enzimlerin

aktivitelerini diizene sokup, kanserli hiicrelerin artmasini engellerler (Spencer, 2007).

1.3 Antioksidanlarin Yapisi ve Gidalardaki Fonksiyonu

Reaktif serbest oksijen cesitleri ve bu bilesiklerin sebep oldugu zararlar1 6nlemek,
detoksifikasyonu gerceklestirmek ve engellemek amaciyla organizmada var olan
savunma sistemlerine 'antioksidanlar' ya da 'antioksidan savunma sistemleri' adi
verilmektedir. Antioksidanlar, viicuttaki hiicrelerin anormalliklerini ve kanser olusma
riskini azaltarak daha saglikli yasam slirmemizi saglamaktadir. Baz1 antioksidan
maddeleri bitkilerden viicudumuza aliriz ve bazilarim1 ise vicut, savunma

mekanizmasi olarak kendi {iretir. Fenolik bilesikler, dogal antioksidan 6zelliginde



olup, meyve ve sebzelerin yapisinda bulunmaktadirlar. Antioksidanlar gidaya ilave
edildiginde toksik oksidasyon olusmasini geciktirerek eksime oranini en aza indirir ve

raf dmriinii uzatir (Sener ve Yegin Berrak, 2009) (Sekil 6).
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Sekil 6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Yaman, 2015)

1.3.1 Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari
Toplayict etki; Serbest haldeki oksijen radikallerini tutarak ya da daha zayif

molekiillere gevirerek etki gosterirler. Ornegin; antioksidan enzimler.

Bastirict etki; Serbest haldeki oksijen radikallerine bir tane hidrojen ekleyerek
etkilerini inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler. Ornegin; Flavanoidler ve

vitaminler.

Zincir kirict etki; Serbest halde bulunan oksijen radikallerinin zincirlerini kirict

ozelliktedirler. Ornegin; Seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller bu dzelliktedir.
Onarici etki; Serbest radikallerin ortaya ¢ikardig hasarlart onaricr etkileri vardir.

Hiicresel kinaz kayplarini 6nleme; Oksidasyon reaksiyonlarini durdurucu etkileri

mevcuttur.

Enzimatik etki; Antioksidan enzim olan siiperoksit distumaz gibi ve enzimatik yapida

olmayan antioksidanlarin sentezlenmesini arttirmaktadir (Akkus, 1995).



1.4 Antimikrobiyal Maddelerin Ozellikleri

Mikrobiyolojik bozulmalari engellemek amaciyla gidalara eklenen her tiirlii bilesenler,
antimikrobiyal sinifina girmektedir. Antimikrobiyal maddelerin gidalarda yaygin
olarak kullaniminda su bilesenlerden faydalanilmaktadir; fenolik bilesenler, organik
asitler, sodyum benzoat ve benzoik asit, sorbatlar, yag asiti zincirleri ve esterleri, nisin,
siilfatlar ve siilfiirdioksitler, di metil di karbonat ve di etil di karbonat, nitrit, antibiyotik
kalintilar1 ve laktik asit bakterilerinin olusturdugu inhibitér maddelerdir (Branen ve
Davidson, 1983). En elverisli antimikrobiyal madde se¢iminde asagidaki hususlara

dikkat edilmelidir (Luck, 1986):

Antimikrobiyal madde toksik olarak problem teskil etmemeli ve saf olmali,
Genis spektrumlu olmals,

Fizyolojik olarak riskli olmamali,

Gida bilegenleri ile reaksiyona girmemeli,

Gidadaki duyusal ozellikleri etkilememeli,

Besin tiiketilene kadar stabil kalmali,

Paketleme materyali ile tepkimeye girmemeli,

Gidalarda bulunan mikroorganizmalar: ¢ok az etkilemeli,

vV V.V V V V VYV V V

Ucuz olmalidir.

Antimikrobiyal bilesikler, bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlari tedavi etmede ¢ok
etkilidir. Kiif ve bakteri gibi mikroplarin gelismesini engelleyen, bunlara kars1 direng
gosteren bir maddedir. Sifa kaynagi ve tibbi aromatik etkiye sahip olan bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin, antibakteriyel ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Cogu
aragtirma ve c¢aligmalarda bitki Oziitlerinin antibakteriyel 6zellige sahip olduklari

gbzlemlenmistir (Esen, 2008).

Antibakteriyel maddeler, {izerinde etki gOsterebildigi bakteri cins-tiir c¢esitinin
rakamsal olarak fazla ya da az olmasi durumuna gore dar veya genis alanh
(spektrumlu) olarak iki farkli sekilde adlandirilir. Dar spektrumlu antibakteriyel
bilesikler, hasta edici enfeksiyonlara kars1 en etkili iyilestirme yontemine sahiptir.
Genis spektrumlu antibakteriler ise hem yasam dengemizi korumak i¢in hem de

viicudumuzuun bagisiklik kazanmasina fayda saglayan bir yontem oldugu i¢in oldukca
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onemli bir etkiye sahiptir (Oztiirk, 2009). Bakterilerin sebep oldugu bizi hasta eden

enfeksiyonlara en etkili iyilestirme dar spektrumlu antibakteriyel bilesiklerle yapilir.

1.5 Ugucu Yaglar

Sifali ve aromatik bitkilerden agiga ¢ikan gii¢lii ve dogal kokulara sahip olan kompleks
maddelerdir (Bakkali ve ark., 2008; Mimica-Duki§ ve ark., 2010). Esansiyel yaglar,
soguk sikma veya damitma yoluyla elde edilen maddelerdir. Bitkilerin tiim
yapilarindan agiga ¢ikarilan genellikle agik sar1 renkli ya da renksiz olan, ugucu yapiya
sahip, keskin bir kokusu olan ve kolayca kristallesebilen dogal bilesiklerdir. Sudan
hafif yapida olduklar i¢in su ile karistirllma 6zellikleri yoktur. Bu yaglar, yapisal
olarak su ile karistirilma 6zelliklerine sahip olmadiklari i¢in yaglarin siniflandirilmasi
kapsamina girseler de gergcekte mevcut olan sabit yaglardan olabildigince farklidirlar
(Ceylan, 1987). Ugucu yaglarin kirilma indisleri hayli yiiksektir ve hidrokarbonlardan
olugmaktadir. Cogunlukla CsHg kimyasal formiilii ve heteroatom igerigine sahip tiirev

yapisindadir (Mehdizadeh ve Moghaddam, 2018) (Sekil 7).

Ucucu Yaglar

* Kozmetikte hos koku vermek igin siklikla kullamlir.
+ Kokularindan dolayi rahatlatic: etki saglar.
ou « Kararsizdirlar. Oksijen, 151k ve sicakhk varliginda
Akgiinhik Yagun aktif bozulmaya kars: hassastir. Belli bir sicaklikta

bilegeni karanlik ortamda saklanmalidir.
B-Bosvelik Asit o - e .

* Yeni aragtumalarda lipozomal formtlasyonlan

calisiimaktadur.

LIS Sabit Yaglar
kc\(\/\/\/ * Nemlendirme ozellign dikkat gekmektedir.

Formiilasyonlarda tasiyici madde olarak kullandir.

)\/\/\/\/\ * Gida takviyesi drnekleri meveuttur,
o

« Bagsikhk gglendirici ve enerji deposudur.
Kaprilik Asit ve Kaprik Asit

igeren
Trigliserid Yapisi

Sekil 7. Ugucu Yaglar ve Sabit Yaglar (Taskor ve Yaman, 2022)

Esansiyel yaglar, bitkilerde bulunan ugucu yag miktarina, bitki kismina ve tiiriine gore
farkli metotlarla elde edilmektedir. Bu yontemler; ekstraksiyon, destilasyon, mekanik
yontemler, gelismis ekstraksiyon yontemleridir (Bayrak, 2006; Toroglu ve Cenet,
2006; Coelho ve ark., 2012; Kaya ve Ergoniil, 2015).

11



1.6 Mahlep (Prunus mahaleb L.)

Mahlep, Arapca bir kelimedir. “tathh kokulu” ya da “parfiim krali” anlamina
gelmektedir ve Rosaceae familyasi, Prunoidea alt familyalarindan biridir. Mahlep,
kirazin yabani bir tiirii olmakla beraber siyah (Monechma ciliatum (Jacq.) Milne-
Redh) ve beyaz (Prunus mahaleb L.) olmak iizere iki ¢esiti mevcuttur (Mariod ve ark.,
2009; Mariod ve ark., 2010) (Sekil 8). Prunus mahaleb L. bitkisi Akdeniz bolgesine
ait olmakla beraber tatlar1 eksi ve buruk olmasi sebebiyle giiniimiizde taze tiikketim
olarak kullanilmamaktadir. Fakat kiigiik ¢cekirdekli ve yiiksek pigmentli meyveler elde
edilmektedir. Ayrica mahlep kirazi kaya kiraz1 olarak da bilinmektedir. Koyu yesil
yaprakli ve kase seklinde olan, ilkbaharda acan, kokulu beyaz cicekleri olan bir agactir
(Brickell, 2004).

Beyaz mahlep (Prunus mahaleb 1.), Gilgiller (Rosaceae) familyasina aittir ve Prunus
cinsi i¢inde bulunmakla beraber kisa boylu, ¢ali benzeri (arada 10-15 m’ye kadar
uzayabilen), genis tepeli ve daginik, parlak, meyvesi ve dallar1 6zel kokulu, kisin
yaprak doken ve beyaz ¢icekli olan kiiciik bir agactir (Hedberg ve Stangard, 1989;
Mariod ve ark., 2009). Yapraklar1 daire seklinde ya da genis yumurta halindedir. Mart
ve mayis aylar1 arasinda acan mahlep cigekleri beyaz renkli olup 6-12 adet ¢icekten
olusan bilesik seklinde salkimlar halinde bulunur. Mahlep agaci, kis aylarinda yaprak
doken bir tiirdiir. Cigek kurulus sekli gevsektir (Meraller, 2010). 12 tane ¢igekten
olusan Anavatani Bat1 Asya ve Giiney Avrupa olmasinin yanisira Fransa, Kuzey Asya,
Kafkasya ve Tiirkistan iclerine dogru oldukg¢a genis sahalara dogru yayilmistir.
Tirkiye’de Mardin, Tokat, Amasya, Ordu, Erzurum, Van gibi bir¢ok ilde dogal bir
sekilde yetistirilmektedir. Mahlep bitkisi, zeytin gibi ilk olarak yesil daha sonra siyaha
donen meyveleri ve meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin adidir. Ayrica tatli kokuya

sahip yaglar1 da igermektedir.

Siyah mahlep (Monechma ciliatum (Jacq.) Milne-Redh) Acanthacea familyasina ait
olmakla birlikte 30-65 cm boyunda bir bitkidir. Bu bitki, tibbi bir bitki olmak {izere
Sudan’da yetistirilmektedir (Uguru ve ark., 1995). Kozmetik sanayinde losyon ve
deodorant iiretiminde ve agri kesici olarak kullanilmasinda 6nemli role sahip oldugu

dile getirilmektedir (Hedberg ve Stangard, 1989; Mariod ve ark., 2009).
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Sekil 8. Mahlep agact meyvesi ve tohumu

1.6.1 Mahlebin Kullanim Alanlar1

Mahlep meyvesinin ¢ekirdegi (tohumu) ve etli kismi gida endistri alaninda
kullanilmaktadir. Bu ¢ekirdekler, antioksidanlar1 ve fenolik bilesikleri i¢erdiginden
dolay1 insan saglig: iizerinde olumlu etkilere sahiptir. Olgunlasmamis mahlep yesil
renktedir ve olgunlastik¢ca kirmizidan koyu mor rengine doniisiir, son olarak siyaha
doner (Blando ve ark., 2016). Yaygin meyve ve sebzeler iginde kirmizi veya koyu mavi
olan mahlep meyvesi, en yiiksek antioksidan aktivitesine sahiptir (Wu ve ark., 2004).
Mabhlep bitkisinin meyveleri koyu/acik kirmizi, sart ve siyah renklidir. Sar1 ve agik
kirmiz1 olanlar “sar1 mahlep”, koyu kirmiz1 ve siyah olanlar da “kara mahlep” olacak
sekilde simiflandirilmaktadir. Ulkemizde sar1 mahlebe nazaran kara mahlep daha ¢ok
yaygin bulunmaktadir. Kiraz ve vignelerle uyum ozellikleri gdsteren tipteki mahlep
tiirli, sar1 mahleptir. Bu sebeple fidancilar tarafindan tercih edilmektedir (Akca ve
Kaya, 1999). Tohumlari, aromatik 6zelliklerinden 6tiirii geleneksel tipta ve tatlandirici
madde olarak da kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda tohumlari, Ortadogu iilkelerinde
kullanilan degerli bir malzemedir. Mahlep meyvesinin etinden mahlep piiresi, mahlep
sarab1, cekirdeginden de mahlep yagi ya da mahlep unu iiretilmektedir. Sirke
tiretiminde de yararlanilmaktadir. Tam olgunlastiklarinda siyah ya da koyu kirmizi
rengini alirlar. Meyve kisimlar1 eksi, buruk ve kokuludur. Meyveleri nohut
iriligindedir, tek ¢ekirdekli ve suludur. Cekirdekleri yumusak yapida olmakla birlikte
tatlar1 ac1 ve aromatiktir. Agizda ¢ignedikten sonra ac1 badem gibi bir tat hissi birakirlar
(Aydin ve ark., 2002; Oner ve Uysal, 2006; Jerkovi¢ ve ark., 2011). Mahlep tohumu
mineral acidan incelendigi zaman kalsiyum (133,7 ppm), potasyum (204,2 ppm) ve
magnezyum (102,2 ppm) gibi major bilesenlerin mevcut oldugu gozlemlenmektedir
(Anonim, 1989; Mariod ve ark., 2009). Bunlarin yaninda mahlep tohumlarinda bakair,
kadmiyum, demir, ¢inko ve magnezyum gibi elementler de belirlenmistir (Sekeroglu
ve ark., 2008; Mariod ve ark., 2009; Meraller, 2010). Mahlep tohumlari yag ve protein

igerir (%27-40). Bu da endiistriyel alanda kullanim agisindan oldukca énemlidir. Son
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arastirmalara gore mahlebin bitki kismindaki kumarinler, anahtar haldeki ikincil
metabolitlerdir. Glikozla iliskili ya da serbest halde bulunurlar. Mahlep kirazinin bu
Ozelliklerinden kaynakli iyilestirici etkisinin oldugu belirtilmektedir (Meraller, 2010).

Mahlep bitkisi ilag ve krem sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kurutularak toz
haline getirilen meyveler muhallebilere, kurabiyelere ve biitiin hamurlu yiyeceklere
koku vermek amactyla kullanilmaktadir. Kozmetik sanayinde az miktarda da olsa
kullanilmaktadir (Ozkan, 1997). Boya, vernik ve sabit yag sanayi alanlarinda da
kullanilmaktadir (Akgiil, 1993).

Mahlep agacinin gévdesinden mobilya ve kereste sanayinde, tiitiin sapi, pipo tiretimi
ve oymacilikta yararlanilmaktadir. Son zamanlarda kurak yerleri agaglandirma
kapsaminda Orta Anadolu’da kullanilmaktadir (Meraller, 2010). Tohum ve meyveleri
degerlendirilen mahlep agacinin odun kismi da mobilyacilikta kullanilmaktadir.
Baston ve agizlik iiretiminde ise dal ve siirgiinlerinden yararlanilmaktadir.
Meyvelerinden yerel sarap iiretilerek giizel kokulu ahsaplari ise ahsap hediyeler
acisindan onemli bir malzemedir. Biinyelerinde asit, alkol, seker ve diger maddeler
bulunmaktadir. Marmelati, sekerlemesi ve pestili de yapilmaktadir. Mahlep kuvvetli
gelisen bir tohum anacidir. Visne ve kiraz i¢in uzun yillardir anag¢ olarak kullanilan
mahlep, son zamanlarda tibbi ve aromatik bitki olmak tlizere degerlendirilmektedir.
Mahlep anacinin soguk, sert ve biraz kurak iklimlere dayanikliligi oldukga iyidir.
Toprak konusunda secici degillerdir (Ilisu, 1992). Tiirkiye’de bulunan kiraz
agaclarinin %75-80’1 mahlep anaci lizerinde asili etkiye sahiptir (Misirh ve Giilcan,

1992). Bu bitkiyi ¢ogaltma metotlarinda genellikle ana¢ kisimlar1 kullanilmaktadir.

Mahlepten elde edilen diger faydali maddelerden biri ise mahlep tozudur. Bu mahlep
tozu ilavesindeki en biiyiik etken, biskiivilerin toplam fenolik madde ve protein
miktarlar1 ile beraber antioksidan aktivitesinde Onemli bir artisa neden olmasidir.
Bunun yaninda mahlep ile zenginlestirilen nihai iirlinler, insanlar i¢in saglikli bir
islevsel gida olma kapasitesine sahiptir (Herken ve ark., 2017). Mahlep tohumu
keklerde, simitlerde, turtalarda, muffinlerde ve halk ilaci olarak Tiirkiye’de tonik,
antidiyabetik, idrar soktiiriicli, afrodizyak ve balgam soktiiriicii gorevince
kullanilmaktadir. Bu bitki 6nemli miktarda yag ve protein igerir (Mariod ve ark.,

2010). Ayrica losyonlarda, sudan kokularinda, diger kozmetik {riinlerde
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kullanilmaktadir (Sharief, 2002; Mariod ve ark., 2010). Bu bitkiden likér yapiminda
da faydalanilmaktadir. Beyaz mahlebin ezilmis taneleri Sudan’da geleneksel koku
yapiminda ve diiglin hazirliklar1 sirasinda besleyici sa¢ losyonu yapiminda
kullanilmaktadir. Mahlep bitkisi, ekolojide dogal olarak kuslara ve c¢esitli yaban
hayatina besin saglayarak ekosistemin onemli bir pargasi haline gelmistir. Ayrica
erozyon kontroliinde ve toprak stabilizasyonunda da biiyiik role sahiptir (Kalyoncu ve

ark., 2008).

1.6.2 Mahlep Bitkisinin Saghk Uzerine Etkileri

Mahlep ¢ekirdegi fenolik bilesiklerden olusur ve insan sagligina olumlu etkisi vardir.
Fenolik bilesiklerin gidalarla beraber alinmasinda bu bilesiklerin antioksidan
ozelliklerinden dolay1 bir¢cok hastaliklarin, 6zellikle kalp damar rahatsizliklarinin
riskini azaltma olasilig1 yapilan ¢alismalarla gézlemlenmistir (Hertog ve ark., 1993;
Surh ve ark., 1999; Surh, 2002). Mahlep, tip 2 diyabet riskini ve oleik asit bakimindan
zengin olan bir diyetin ateroskleroz riskini azalttig1 belirlenmistir (Madigan ve ark.,
2000). Asagida verilen Tablo 1’de tedavi amagh kullanilan baz1 bitkilerden hangi
hastaliklarda yararlanildigi ve mahlep bitkisinden hangi hastalikta faydalanildig:

gosterilmistir.

Tablo 1. Bazi hastaliklarda ve tedavilerde kullanilan bitkiler (Goktas ve Gidik, 2019).

Hastahk Adi Tedavide Kullamlan Bitkiler

Bobrek Hastaligt Altin otu, atkuyrugu

Karaciger Hastalig1 Zerdecal, hindiba, enginar

Menepoz Adagcay1, papatya, karanfil, anason, tar¢in, civanpergemi
Kanser Hastalig1 Kirmizibiber, 1sirgan otu, dkse otu

Hemoroit Sultan otu, kusburnu, zencefil
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Tablo 1. Baz1 hastaliklarda ve tedavilerde kullanilan bitkiler (Goktas ve Gidik, 2019)

(devam)

Hastahk Adi Tedavide Kullamilan Bitkiler

Romatizma Anason, biberiye, melisa, karanfil, papatya, atkuyrugu, kekik,
lavanta

Romatizma Anason, biberiye, melisa, karanfil, papatya, atkuyrugu, kekik,
lavanta

Prostat Isirgan otu kokii, yesil ¢ay, zerdegal, egir kokii

Soguk Alginlig Thlamur, ardig, papatya, karanfil, zencefil, ekinezya

Depresyon, Stres Melisa, kantaron, anason, rezene, papatya, lavanta, serbetciotu

Yiiksek Seker Mahlep, mersin, kudret nari, tar¢in

Yiiksek Kolesterol Yesil cay, biberiye, zencefil, kugsburnu, kekik, iziim ¢ekirdegi

Mahlebin zamk kismi oksiiriik kesici ve bagirsak iltihaplarini onarici etkiye sahiptir
(Meraller, 2010). Mahlep meyvesi azot bakimindan zengin ve nisasta icerigi
bakimindan az olmasi sebebiyle seker hastaligi ve mide hastaligi tedavisinde 6nemli
bir role sahiptir. Mahlep tohumunda nisasta oraninin az miktarda bulunmasi sebebiyle
antidiyabetik olarak kullanilir. Ayn1 zamanda tonik ve azot miktar1 bakimindan zengin
oldugu icin yoresel ilaglarda kullanilmaktadir (Sezik ve Basaran, 1985; Jerkovi¢ ve
ark., 2011). Meyve sapi, yaprak, govde ve cigeklerinden hazirlanarak olusan

karigimlar, kis hastaliklarin1 gidermek amaciyla bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir.

Mabhlep bitkisinin, agr1 kesici, idrar sokiicii, gli¢ verici, balgam soktiirlicii gibi
aktiviteleri vardir. Islatilmis mahlep tohumlarinin ise, cocuklarda ishal kesici 6zelligi
oldugu diistiniilmektedir. Ayrica astim, nefes darligi, bobrek sancisi, karaciger
rahatsizliklar1 ve karin agrilarina da 1yi gelmektedir (Ayoub ve Barbiker, 1981; Miraldi
ve ark., 2001; Cakilcioglu, 2007; Shams ve Schmidt, 2007; Mariod ve ark., 2010).
Odunlarindan meydana gelen sakizlar, gastrit hastaliginda kullanilmaktadir. Mahlep
tohumu, esansiyel aminoasitler bakimindan ve protein acisindan oldukg¢a zengin bir
kaynaktir. Mineral bakimindan ele alindiginda kalsiyum, magnezyum ve potasyumun
major bilesenler oldugu belirlenmistir. Kemik yapisi agisindan giinliilk 6nemli
kalsiyum ihtiyacimizin %16’sin1 kargilamaktadir. Magnezyum minerali bakimindan
ise giinliik ithtiyacimizin %28,9’unu karsilamaktadir (Anonim, 1989; Mariod ve ark.,

2009).
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2 MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Ornegi

Bu ¢alismada, Mardin ilinde yetisen Mahlep (Prunus mahaleb L.) bitkisi incelenmistir.
Bitkini toprak iistii kismi (meyve) kullanilmistir. Bitki kurumus halde aktardan hazir

olarak satin alinmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Calismada kullanilan mahlep meyvesi

2.1.2 Arastirmada Yer Alan Test Mikroorganizmalari, Temini ve Saklanmasi

Yapilan analizlerde ver alan ve agagi kisimda olan fungal baktenlerin saf haldelka
1zolatlar: Amerika Birlesik Devletlen Tanm Aragtirma Servisi Kiiltiir Eoleksivonu
(NRRL)., Amerikan Tipi Kiiltir Koleksivonu (ATCC) ve Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltes1 e tican kiltir depolanindan getirtilmistir. Bakteri olarak
Staphviococcus aurenus ATCC 6538, Proteus vulgaris NERL B-123, Salmonelia
tvphimmrium ATCC 13311, Stapinloceccus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis
NREL B-4378, Strepromyees griseolus WEEL B-1062, FPseudomonas citronellosis
NREL B-2504, Bacillus velezensis NRRL B-14580, Gordonia rubripertincta NEEL
B-3906, Escherichia coli ATCC 8739, mavya olarak Candida albicans ATCC 90028,
Candida  glabrata ATCC 2001, Candida jrusei ATCC 6258 1zolatlanindan
vararlanilmigtar.

Arastirma i¢in kullanilmis olan biitiin mikroorganizmalar -85°C de ve %15 gliserolde
muhafaza edilmistir. Analizlerde fungal ve bakteri kiiltiir izolatlarinin devamliligi igin

MHA (Sigma M-9552), SDA (Sabouraud dekstroz agar) (Fluka 84088), Nutrient agar
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(NA) (Merck 1.05450.0500) ile Patates dekstroz agar (PDA) (Merck 1.10130)
besiyerlerinden faydalanilmistir. Yine belirli zaman araliklariyla fungal ve bakteri
kiltlir izolatlariin alt kiiltiirleri elde edilerek +4°C’de bekletislmistir. Antibakteriyel
aktivite 6zellikleri tespitinde besiyerlerinden ve mikrodiliisyon metotlar1 icin RPMI-

1640 ortamindan faydanilmistir.

2.1.3 Arastirmada Kullamilan Bazi Kimyasal Maddeler

Analizlerde bulunan biitiin kimyasal maddeler analitik derecede saflikta olup
neokuproine, NaOH, etil asetat, dietil eter, metanol, etanol Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany) ve Merck (Darmstadt, Germany) gibi saticilarindan
tedarik edilmistir. Folin-Ciocalteu’s, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH*), TPTZ
(2,4,6-tri  (2-pridil)-S-triazin), phenol reaktifi, Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland)’dan temin edilirken 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik
asit (Trolox®) ise Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) saticisindan
temin edilmistir. Kullanilan diger kimyasallardan sodyum karbonat, H>SO4, HCI,
ferrik kloriir, sodyum asetat, KCI, karbon tetrakloriir ve glasial asetik asit Merck

(Darmstadt, Germany) saticisindan temin edilmistir.

2.1.4 Mikroorganizmalarin ¢ogaltilmasinda yararlanilan besiyer materyalleri

Izolat sus depolarindan Mueller hinton agar (MHA) besiyerinden bakteri izolatlari,
petride hazir halde bulunan agar iizerinden fungal izolatlar temin edilmistir. Temin
edilen fungal izolatlar PDA besiyerine, bakteri izolatlar1 MHB (Mueller hinton broth)
(Merck 1.10293) sivi izolat materyallerine aktarim yapilarak mikroorganizma
cogaltma islemi yapilmistir (Ozsen, 2011). Arastirmada bulunan maddelerin belirlenen
bakteriler ve fungala kars1 antibakteriyel oOzelliklerinin tespitinde Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI)’nde belirlenen metotlar esas alinmistir. Bu
esas alinana metotlardan mikrodiliisyon yontemleri, bakteriler M100-S16, funguslar
M38-A2 ve mayalar M27-A2 gibi faktorlerde degisiklikler yapilarak analizleri
yaptlmistir (M38-A2, 2008; M100-S16, 2006; M27-A2, 2002). Antifungal deney
analizleri icin standart ila¢ olarak amfoterisin B ve ketokonazol, antibakteriyel

analizler icin ise standart ila¢ olarak kloramfenikol ve tetrasiklin kullanilmaistir.
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2.1.5 Arastirmada Faydalanilan Cihaz ve Aletler

Aragtirma kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler, makineler ve tedarik edilen

saticilar Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Arastirmada Kullanilan cihazlar, marka ve modelleri

Cihaz Ada Marka / Model

IKA, China
HPLC .
GOMS Shimadzu QP 2010, Japan
Evaporatér Elite LaChrom, Hitachi, Japonya
Calkalayici Heidolph
UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, Japan
Etiiv Binder ED 53, Germany
Karistiricl Su Banyosu Niive, ST402, Ankara, Tiirkiye
Manyetik Karistirici IKA, China
Vorteks Karistirict Labnet VX 100, Inc. NJ, USA
Yar1 otomatik Pipet Eppendorf
Hassas Terazi IKA, China

2.1.6 Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

Prunus mahaleb L. bitkisi aktardan temin edilerek meyve kismi bigakli blender ile toz
haline getirilmistir. Toz formundaki Prunus mahaleb L. miktar1 10,17 g olacak sekilde
tartilarak ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Ardindan metanol ¢oziicii igerisinde
24 saat boyunca calkalayicida karistirma islemi yapilarak oOziitleme islemi
tamamlanmistir. Ekstraksiyon islemi bitince basit bir siizge¢ kagid1 ile stiziilerek belirli
bir hacime ulasincaya kadar metanol ile muamele edilmistir (Sekil 10). Sonug olarak
hazirlanmis bu bitki ekstrakti icin Toplam Flavonoid, FRAP, DPPH*, CUPRAC ve
Toplam Polifenol gibi farkli metotlardan faydalanilarak antioksidan igeriklerini

belirlemek iizere bazi1 deneyler ve calismalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 10. Analizler i¢in bitki ekstraksiyon islemi

2.2 Antioksidan Tayinleri

Prunus mahaleb L. bitkisinin meyve kismindaki antioksidan ozellikleri belirlemek
amaciyla toplam fenolik madde tayini ve toplam flavonoid miktari, FRAP, CUPRAC
ve DPPH yontemi gibi farkli yontemlerle calisilarak antioksidan aktivite analiz
calismalar1 yapilmistir. (Sekil 11) ve UV/VIS Spektrofotometre cihazi (Sekil 12)

kullanilarak antioksidan icerikleri belirlenip absorbans degisimleri dl¢tilmiistir.

Sekil 12. UV/VIS spektrofotometre cihazi
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2.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Toplam fenolik madde icerik miktar1 Tablo 3’te belirtildigi gibi 1977 yilinda yapilan
arastirmalar  sonucunda arastirmacilarin  belirledigi analiz  yontemlerinden
faydalanilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Belirlenen yonteme goére ornek
icerisindeki toplam ¢oziinebilir fenolik bilesik, Folin-Ciocalteu bilesigi ile 760 nm
absorbansta renkli goériinlimde biiyiik bir karmasik kompleks olusturmaktadir. Bu
Ozellikten faydalanilarak gallik asit standardi ile ¢alisma grafigi hazirlanmis olup

belirtilen grafige gore elde edilen sonuglar yorumlanmastir.

Tablo 3. Toplam fenolik icerik analizinin deney kosullar

Kor Standart Numune
Saf Su 700 uL 680 uL 680 nL
Standart (¢esitli
konsantrasyonlarda) - 20 uL -
Numune - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 uL

Tiipleri karistirip, 3 dakikahk inkiibasyondan sonra

%10 Na2COs 400 pL 400 uL 400 uL

Ornekler 2 saat bekletildikten sonra 760 nm absorbans kullanilarak 6lgiim yapilir.

2.2.2 Toplam Flavonoid Madde icerik Tayini

Orneklerin toplam flavonoid madde icerik oranlar1 belirlenirken Zhishen ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilan yontem ile tespit edilmistir (Tablo 4). Bu metota gore
flavon ve flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil gruplar1 ve keto grubunun
aliminyum kloriir bilesigi ile asidik ortamda reaksiyona girmeleri ile kararli bilesik
olusmaktadir. Ayn1 zamanda aliiminyum kloriir fenolik bilesik olan flavonoidin

icerdigi dihidroksil yapilar ile de kimyasal bir bilesik olusturmaktadir.

Yapilan analizlerde standart olarak 1-0,03125 mg/mL konsantrasyonuna sahip
kuersetin bilesiginden yararlanilmistir. Bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans
degerlerinden faydalanilarak analizler ic¢in standart ¢alisma grafik egrisi

olusturulmustur (Zhishen ve ark., 1999).
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Tablo 4. Toplam flavonoid igerik analizinin deney kosullari

Kor Standart Numune
Bitki numunesi B B 0,5 mL
Std. _ 0,5 mL _
Metanol 4,8 mL 4,3 mL 4,3 mL
%10 AI(NO3)s 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
IM
NH4CH3COO- 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

40 dk. bekledikten sonra 415 nm absorbanstta dl¢timler yapilir.

2.2.3 FRAP (Fe*? Indirgeme Giicii) Analizi

Bu metotla FRAP yontemi deney kosullar1 gerceklestirilmistir (Benzie ve Strain,
1996) (Tablo 5). Demir iyonu tripiridiltriazin (Sekil 13) ile kompleks olusturarak
demirin indirgenmesi temeline dayanir. Boylelikle pH degeri diisiikk olan ferrik
tripiridiltriazin yapis1 (Fe"-TPTZ) mevcut olan antioksidan maddeler araciligiyla
ferrdz yapisina (FE**-TPTZ) indirgenmesi gerceklesir. Olusan bu yapinin 593 nm’de
gosterdigi absorbans degeri kaydedilir. Boylece bilesikteki elektron kaybinin
antioksidan bilesenlerin toplam indirgeme giicii ile dengeli ve orantili oldugu
diisiiniiliir. Bu metodun olumsuz tarafi ise okside olan bir substrati igermediginden
otiirii antioksidan maddelerin koruyucu etkileri agisindan bilgi saglanamaz (Huang ve
ark., 2005; Benzie ve Strain, 1996). Bitkinin metanol igerisindeki ekstrenin deney
sonucunda meydana gelen FRAP sonucu TEAC (Troloks esdegeri) deger olarak pmol

Troloks /g numune olmak suretiyle sekilde verilmistir.

S =
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SN
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Sekil 13. TPTZ (Tripiridiltriazin)
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Tablo 5. FRAP metodunun deney sartlari

Kor Standart Numune
FRAP Reaktifi 3 mL 3 mL 3 mL
Numune - - 100 pL
Troloks
(Degisen kons.) ) 100 pl. )
Destile Su 100 uL - -

4 dakika bekletildikten sonra 593 nm absorbans kullanilarak 6l¢iim yapilir.

2.2.4 CUPRAC (Cu*?) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Analizi

Bu metotta Neokuproin-Nc’nin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) Cu'? ile birlikte
karmasik bir kompleks olusturur. Olusan bu yapt Cu*? neokuproin (Cu™-Nc)
absorbans olacak sekilde 450 nm’de Cu*'-neokuproin [Cu*'-Nc] kelatina elektron
indirgenme kapasitesinden yararlanilarak antioksidan 6zellikleri 6l¢tilmektedir (Apak
ve ark., 2004) (Tablo 6). Bu analiz i¢in standart 1-0,03125 mM konsantrasyonunu
iceren TEAC (Troloks® bilesiginden faydalanilmistir. Sonugta ortaya ¢ikan degerler
TEAC (Troloks® esdegeri antioksidan dzellik) cinsinden yazilmistur.

Tablo 6. CUPRAC metodunun deney kosullari

Kor Standart Numune
10mM CuClz I1mL 1 mL 1 mL
7.5 mM Neocuproin 1mL 1 mL 1 mL
SR L i
Standart - 0.2 mL -
Numune - - 0.2mL
Su 1.1 mL 0.9 mL 0.9mL

60 dakika beklemeden sonra 450 nm absorbanstta dl¢iimler almir.
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2.2.5 DPPH* Radikali Siipiirme Etkisinin Analizi

Hazir bir sekilde temin edilen 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH*) (Sekil 14)

kimyasal1 ¢oziicii amaciyla kullanilan metanol igerisinde konsantrasyon 4 mg/100 mL

S _“Q

Sekil 14. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

olmak iizere hazirlanmistir.

Bitkiden meydana gelen ektraktlarin degisen konsantrasyonlarinda calisilarak bu
orneklerin iizerine esit miktarda 750 uLL DPPH* ¢6zeltisi eklendi. Oda kosullarinda ve
karanlikta 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin bitiminde DPPH*’1n absorbansinin
en yiiksek verildigi 517 nm’de Ol¢limler yapildi. Numunenin ¢oziildiigiic DPPH* ve
metanol ¢ozeltisinde kér numune hazirlandi. Sonra konsantrasyonlara karsi tiretilen
absorbanslar grafigi c¢izildi (Molyneux, 2004). Bu grafigin olusmasiyla %50
inhibisyon olarak isimlendirilen ICso sayilart mg/mL cinsinden hesap edilerek verildi.
Troloks, bu radikal temizleme testinde standart olarak kullanilmistir. Bu grafikten
ortaya ¢ikan sonucglara gore standart olarak kullanilan troloksun degeri ile 6rnek
konsantrasyon degeri birbirine ne kadar yakin degerde ise DPPH* antioksidan aktivite

ozelligi o kadar 1yi denilmektedir.

2.3 Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Prunus mahaleb L. bitkisinin meyve kisminin antimikrobiyal ve antifungal
kapasitelerini incelemek iizere in vitro ortaminda Klinik Laboratuvar Standartlar:
Enstitisi  (CLSI) tarafindan belirlenen sivi  mikrodiliisyon  ydnteminden
yararlanilmistir (Amsterdam, 1996). Antimikrobiyal madde olarak tetrasiklin ve
kloramfenikol bilesiklerinden yararlanilirken, antifungal madde olarak ketokonazol ve
amfoterisin B bilesiklerinden yararlanilmistir. Bu standartlarin temin edildigi yer
Sigma adli saticidir. Bu ¢alismada kullanilan biitiin deneyler iki bagimsiz testte ve iki

kere tekrarlanmak iizere tayin edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Antimikrobiyal aktivite deney ¢aligmalari

2.3.1 Maya Suslar1 Acisindan Sivi Mikrodiliisyon Testi

CLSI Broth mikrodiliisyon analizi M27-A2 kuralindaki gibi 96 tane oyuklu mikrotiter
plaklar, RPMI-1640 (Sigma, Almanya) ortami ve 0.5-2.5x103 hiicre/mL’de asilama
yapildi. Mahlep bitkisinin son konsantrasyonlar1 15.63 ile 4000 pg/mL bigimindedir.
37 °C'de MIK degerleri 24 saat beklemenin ardindan elde edildi. %100 tam biiyiime

inhibisyonu ile minimum diizeyde konsantrasyon olacak bigimde MIK degerleri

verildi (M27-A2, 2002).

2.3.2 Bakteriler icin Sivi Mikrodiliisyon Testi

Bu analiz, CLSI, M100-S16 literatiiriine gore yapilmistir (M100-S16, 2006). Prunus
mahaleb L. bitkisinin minimum diizeyde inhibe edici konsantrasyonu (MIK), siv1
mikrodiliisyon metodu ile 96 oyuklu mikrotiter plaklar kullanilarak tayin edildi. Cift
kuvvetli Mueller- Hinton suyu (MHB) (Merck, Almanya) icinde bakteriyel
soliisyonlar, biitiin gece boyunca biiylimiistiir ve tiirbido yardimi ile metrik tiirlinden
degeri 103CFU 1/mL’ye (Mac Farland No: 0.5 kullanilarak) sabitlenmistir. Deney
ornegi %10 DMSO’da ¢oziilerek MHB icine konsantrasyonu 15.63-4000 pg/mL
olmak sartiyla seyreltildi. DMSO’dan negatif kontrol icin yararlanilmistir.
Stispansiyon i¢in iki kez 100 L MHB igerisinde seyreltme yapildi ve bakteriyel
izolatlarla asilama islemi yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Sigmadan alinan
Resazurin ¢ozeltisi eklenerek MIK’ler kontrol edildi. MIK son degeri tam biiyiime
inhibisyonu ile minimum diizeyde konsantrasyon olarak verildi. Bu antimikrobiyal
deneylerden agiga cikan degerler Sigmadan alinan standart kloramfenikol ve

amfoterisin B gibi bilesiklerin degerleriyle karsilastirildi.
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2.4 Ucucu Yag Bilesiklerinin Analizi

2.4.1 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MS)

Bu analizde marka olarak Shimadzu QP2010 Plus kromatografisi kullanilmigtir. Bu
aletin kolonu TRB-5MS kilcal kolon (30m x 0.25mm, film kalinligi, 0.25 um)’dur.
Shimadzu QP2010 Plus gaz kromatografisi, bir Shimadzu QP2010 Ultra kiitle se¢ici
dedektoriine baglanarak analiz gergeklestirilmistir. Bolme modu ile tayin yapilmis ve
bolme miktar1 1:30 seklinde belirlenmistir. ik 1sitma siiresi kullamlan firm
programinda 2 dakika ve 40 °C, sonradan 3 dakikada sicaklik 240°C'ye yiikselmistir.
Son 1sitma mekanizmasinda 4 dakika 250°C'de 6rnek tutularak 55 dakika siirede deney
tamamlanmistir. Enjektor ve kiitle transfer hat sicakliklart 250°C ve 200°C olarak
ayarlanmigtir. Tastyic1 gaz olarak sabit akis degeri 1 mL/dakika olan %99,999’luk
helyum kullanilmigtir. Bu analiz elektronik darbe araliginda (EI) gerceklesmistir. Kiitle
elde etmek amaciyla kullanilan degerler 40-400 m/z aralig1 ile 70 eV iyonizasyon

gerilimi gibi degerlerdir (Renda ve ark., 2016).

2.4.2 Kat1 Faz Mikroekstraksiyon Metodu (SPME)

Diger yontemlerle kiyasladigimizda bu faz daha pratik, ucuz, ¢oziicliye ihtiyag
duyulmayan ve daha kisa siirede tamamlanan bir tayin yontemidir. Bu sebeple bu tez

calismasinda SPME metodu (Sekil 16) ugucu bilesen analizi i¢in kullanilmustir.

Prunus mahaleb L. bitki maddesi mahlep (5g), blender ile kiigiik parcalara ayrilarak
septum kanatgikli agz1 kapali, silikon-kauguk bir cam siseye (10mL) eklendikten sonra
list bosluk boliimii, kat1 fazli mikro ekstraksiyon aletine konuldu (Supelco, USA). Ust
bosluk boliimiinde bir DVB/Karboksen/PDMS kaplama lifi eklendi ve esansiyel
bilesikler meydana gelmesi amaciyla kullanildi. Daha sonra SPME lifleri, GC
enjektoriinde 5 dakika boyunca 250 °C'de sicakliga konuldu. 5 dakika ve 10 dakika
bekleme sonucunda 80 °C sicaklikta manyetik karistirict ile karistirilarak ekstraksiyon

gerceklestirildi.

Esansiyel maddelerin ekstrelerine sahip elyaf sonrasinda GC enjektoriine (Sekil 17)
ilave edildi. Akis hizt 1 mL/dak olacak sekilde helyumdan, tasiyici gaz olarak
yararlanildi. Enjeksiyon islemi bdlme kisminda (1:30) 250 °C’de yapildi. Analiz
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sonucunda bitki numunesi tayin edilerek sonug rapor halinde belirlenmistir. Oziitleme,
bekleme siiresi ve sicaklik gibi faktorler Renda ve ark. tarafindan sunulan ¢calismadaki

kosullara gore yapildi (Renda ve ark., 2016).

27 Yuva

Vadah Piston Tatuos

O Halkn
e Lzheme Nekiass

Uzakiik Ayatlanyset
1 e Septum

Ifme

Fiber

Sekil 16. SPME Enjektorii (Arthur ve Pawliszyn, 1990)

Sekil 17. GC/MS cihazi

2.4.3 Bilesenlerin Aydinlatilmasi

Kovats metodu (C7-C30 alkan standartlarim1 kullanan ydntem) ile maddelerin
alikonma indeksleri temin edildi (Kovats, 1958). FNSC 1.3 kiitliphane verilerinin
(FFNSC, 2008), bilesiklerin yapisindaki kiitle spektrumlari ile karsilastirilmasi ile

esansiyel yaglarin bilesenleri belirlenmistir.
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2.5 Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV Kullanilarak Belirlenmesi

Bu tayinde Prunus mahaleb L. bitkisinin 6ziitli metanol i¢inde ¢alkalayici tizerinde 24
saat karistirilarak yapilan ekstraksiyon islemi sonucunda elde edildi. Daha sonra
stizge¢ kagidi ile metanolik kisim siiziilerek ¢oziicii goérevindeki metanol, doner
buharlastirici yardimiyla uzaklastirilarak kalan kalinti kismina pH’1 2 olan 10 mL
destile su eklenmistir. Daha sonra hacimce 5’er mL kullanilarak 3’er defa sirasiyla
etilasetat ve dietileter ¢oziicli maddeleriyle ekstraksiyon islemi yapildi (Sekil 18).
Ekstraksiyon isleminden sonra meydana gelen kalinti, cam evoparatdr balonuna
konularak ¢oziiciileri 45 °C sicakligindaki doner buharlastirici mekanizmasinda
ucuruldu (Sekil 18). Ardindan balon iginde bulunan ekstrakt kalintis1 2 mL metanolle
muamele sonucu ¢oziildiikten sonra 6rnek 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC-UV ile

birlikte fenolik bilesen madde analizleri gergeklestirildi.

Sekil 18. Ekstraksiyon ve ¢oziicli buharlagtirma islemi

HPLC-UYV tayini dalga boyu 280-315 nm olmak iizere UV-VIS dedektor ile birgok
donanima sahip (Elite LaChrom Hitachi, Japonya) HPLC cihazinda gerceklestirilmistir
(Sekil 19). Bu tayinler ters faz C18 kolonu (150 mm x 4,6 mm, Sum; Fortis) alinarak
asetik asit, su ve asetonitrille gradient program segilerek gerceklestirilmistir. Gradient
program igeriginde aletin A rezervuar boliimiinde asetik asit (%2), B rezervuar
boliimiinde de asetonitril-saf su (%70-30) bulunmaktadir. ilaveten numunelerin
enjeksiyon i¢in hacmi 20 pL’ye ayarlanarak kolon firinida 0.75 mL.dk ™! mobil faz
akis hizi, 30 °C kolon sicakligi, olacak sekilde optimum kosullar hazirlanmistir (Can

ve ark., 2015).
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Sekil 19. Analizde kullanilan HPLC-UV cihazi
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3 BULGULAR

3.1 Antioksidan Ozellik Belirleme Cahsmalar:

Bu tez arastirmasinda Prunus mahaleb L. bitki meyvesi i¢in yapilan analizler
sonucunda antioksidan aktivite igerikleri belirlenmistir. Antioksidan aktivite igerikleri
tespiti icin UV spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Analiz edilen 6rneklerin
metanol ekstraksiyonlari sonucunda hesaplanan toplam flavonoid mg kuersetin/g
numune olarak, toplam polifenol mgGAE/g olarak, CUPRAC degeri mmoLTroloks/ g
numune olarak, DPPHe degeri ICso mg/mL ve FRAP degeri umolTE/g olarak

hesaplanmis olup analiz sonuglar1 Tablo 7, Tablo 8 ve Sekil 24’te gosterilmistir.

3.1.1 Toplam Flavonoid Miktari

Bu tayin icin Kuersetin standart bilesik kullanilmigtir. Konsantrasyon degerleri x-
ekseninde ve 415 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde olmak {izere standart bir
grafik ¢aligmasi olusturulmustur. Grafik sonucu meydana gelen dogrunun denklemi y
= 6,3568x + 0,0196 ve R? degeri 0,9994 olacak sekilde hesaplanmustir (Sekil 20).

Toplam flavonoid madde igerik miktari mg tiiriinden Kuersetin esdegeri olacak sekilde

belirlenmistir.
Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi
2
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Kuersetin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 20. Toplam flavonoid tayini kalibrasyon grafigi

Grafikten elde edilen bulgulara gore Prunus mahaleb L. bitkisinin toplam flavonoid

madde icerigi 0,56+0,02 mg kuersetin/g numune olarak belirlenmistir.
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3.1.2 Toplam Fenolik Madde Miktar

[k olarak deney i¢in numunenin metanolik ekstrakt: hazirlanmistir. Bu tayinde gallik
asit standart olacak sekilde kullanilmistir. Konsantrasyon degerleri x-stitununda iken
760 nm’de Olclilmiis olan absorbans degerleri ise y-siitununda olacak sekilde deney
icin bir grafik ¢izilmistir. Meydana gelen absorbans degerleri grafikte konsantrasyon
degerleriyle dogru orantili bir bicimde olusan dogrunun denklemi y = 1,1865x +
0,0253 ve R? degeri 0,9991 seklindedir (Sekil 21). Bu standart calisma grafiginden
faydalanilarak 100 g numunenin igerisindeki fenolik madde miktart mg cinsinden

gallik asit esdegeri olacak bicimde yazilmistir.

42
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Sekil 21. Toplam polifenol kalibrasyon grafigi

Toplam fenolik madde analizi sonucunda Tablo 7°de goriildiigii gibi Prunus mahaleb

L. bitkisi i¢in 1,02+0,14 mgGAE/g numune olarak dl¢iilmiistiir.

3.1.3 FRAP Deneyi Sonucu

Ferric Reducing Antioxidant Power “FRAP” metodu olarak adlandirilan bu metotta Fe
(III)-TPTZ yapisinin indirgeme kapasitesi ag1ga ¢ikarildi ve bu metot ile 1 mmol. L !
Troloks esdegeri Fe™ indirgeme giiciine sahip antioksidan konsantrasyon degeri
bulunmustur. Troloksun bir¢ok konsantrasyonlarindan yararlanilarak kalibrasyon

egrisi olusturulmugtur. Meydana gelen grafik asagidaki gibidir (Sekil 22).
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FRAP Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 22. FRAP kalibrasyon grafigi

Tablo 7°deki gibi FRAP testi sonucuna gore Prunus mahaleb L. bitkisi 0,02+0,00 pumol

FeS04.7H20/g numune degeri ile antioksidan aktivite 6zelligi gostermistir.

3.1.4 CUPRAC Deneyi Sonucu

Cu*? neokuproin yapisinin (Cu*? Nc), 450 nm’de en yiiksek absorbans gosteren Cu*!-
neokuproin [Cu''-Nc] yapisina elektron vererek indirgenme &zelliginden
faydalanilarak antioksidan 6zellik hesaplandi. Kalibrasyon egrisi i¢in troloksun gesitli
konsantrasyonlarindan yararlanildi ve bu sekilde olusan caligma grafigi asagida

verilmistir (Sekil 23).

CUPRAC Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 23. CUPRAC kalibrasyon grafigi

Tablo 7°deki gibi CUPRAC testi sonucunda Prunus mahaleb L. bitkisinin 0,12+0,01
mmol TEAC/g numune degeri ile antioksidan aktivite Ozelligi gosterdigi tespit

edilmistir.
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3.1.5 DPPH* Deneyi Sonucu

Ticari anlamda hazir temin edilen DPPH* (2,2-difenil-1-pikhidrazil radikali), radikal
temizleme aktivitesinde ¢ogunlukla kullanilan bilesiklerden biridir. DPPH* testinde
artan numune konsantrasyonlar1 x-ekseninde, 517 nm igin dl¢iilmiis degerler ise y-
ekseninde olmak {lizere grafik cizildi. Cizilen bu grafik sayesinde en yiiksek
absorbansin yarisina kadar denk gelen 6rnek konsantrasyonu ICso halinde gosterildi.
Ornegin mg/mL cinsinden degerleri bulunarak antioksidan aktivite igin karsilastirma
yapilmistir. Bu tayinde kiigiik ICso degeri, yiiksek radikal temizleme kabiliyetine denk
gelmektedir. Yani ne kadar kiiglik 6rnek kullanip o kadar ¢ok radikal giderilirse, bu da

Ornegin antioksidan yeteneginin o kadar yiiksek oldugunu gdstermektedir.

Bu test sonucu Sekil 24 ve Tablo 8’deki gibidir. Prunus mahaleb L. bitkisinin DPPH*

testi sonucuna gore antioksidan aktivite ICs0=2,23 mg/mL olarak dl¢iilmiistiir.

Tablo 7. Antioksidan aktivite sonuclari

Frap Cuprac Toplam Toplam
Testi (umol Tes til;nmol Polifenol Flavonoid
Numune FeS04.7H20/g Analizi Analizi (mg
(TEAC/g .
numune) (mgGAE/g  Kuersetin/g
numune)
numune) num.)
Mabhlep 0,02+0,00 0,12+0,01 1,89+1,48 0,56+0,02
Tablo 8. DPPH* antioksidan analiz sonug¢ degerleri
Numuneler DPPH* Aktivite Sonucu (mg/mL)
Troloks 0,008
Mahlep 2,23
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25 DPPH Grafigi 2,23
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Sekil 24. DPPH* aktivite grafigi

3.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Meydana gelen bitki ekstraktlarindan antioksidan 6zellikleriyle beraber, {i¢ tanesi
maya susu ve on tanesi bakteri olmak {izere on ii¢ tane mikroorganizmaya karsi aktivite
niteliklerine de bakilmistir (Tablo 9). Bu c¢alismada, antimikrobiyal igerik
deneylerinde, biyofilm agiga cikaran ve gilinlimiizde pek fazla bilim adamlar
tarafindan arastirma konusu olan mikroorganizmalar secilmistir. Antimikrobiyal
analizler icin MIK testi CLSI’dan (fungus izolatlar1 icin; M38-A2, maya suslar icin;
M27-A2 ve bakteri kiiltiirleri i¢in; M100-S16) faydalanilarak uygulanmustir.

Tablo 9. Prunus mahaleb L. bitkisinin antimikrobiyal aktivite sonuglart (ug/mL)

Bakteri Mahlep Kloramfenikol Tetrasiklin
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - 0.5 0.125
Proteus vulgaris NRRL B-123 - 0.5 8
Salmonella  typhimurium ATCC 4000 0.125 0.25

13311

Staphylococcus epidermidis ATCC - 1 8

12228

Bacillus subtilis NRRL B-4378 - 0.125 0.125
Streptomyces griseolus - 0.125 0.125
Pseudomonas citronellosis - 1 0.25
Bacillus velezensis - 4 4

Gordonia rubripertincta - 0.125 0.25
Escherichia coli ATCC 8739 - 0.25 1

Candida Mahlep Amfoterisin B Ketokonazol
Candida albicans ATCC 90028 4000 0.25 0.0625
Candida glabrata ATCC 2001 2000 0.125 0.0625
Candida krusei ATCC 6258 2000 0.25 0.125
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Antimikrobiyal tayin sonuglarina gore, Prunus mahaleb L. bitki 6ziitiiniin deneyde
bulunan test bakteriler yerine candidalar iizerine daha iyi aktivite gosterdigini,
antifungal 6zellikte oldugu goriilmiistiir. Maya suslarindan olan, Cg (Candida glabrata
ATCC 2001) ve Ck’ya (Candida krusei ATCC 6258) 2000 pg/mL degeriyle antifungal
aktivite gostermektedir ve Candida albicans ATCC 90028’e¢ karst 4000 pg/mL
degeriyle antifungal aktivite 6zelligi gosterdigi bulunmustur. Test bakterileri icinden
sadece Salmonella typhimurium ATCC 13311 bakterisine 4000 (ug/mL) degeriyle
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmis ve diger mikroorganizmalara karsi

herhangi bir aktivite gosterdigi goriilmemistir.

3.3 Ucucu Yag Bilesiklerinin Deney Sonuclari

Mardin ilinden elde edilen Prunus mahaleb L.den olusan esansiyel yagin GC/MS
tayini ile 26 tane bilesen tanimlanmistir. Tanimlanan bilesikler monoterpen,
monoterpenoidler,

seskiterpen, lakton, macrolide, aldehit, ketonlar, alkoller, yag asitleri, eter, esterler ve
hidrokarbon olmak {izere on iki gruba ayrilmistir ve Tablo 10’da gosterilmistir.
Kimyasal bilesenler, kiitiiphane aragtirmasina (FFNSC, 2008) ve literatiir verilerine

dayanarak formiile edilmistir.

Tablo 10. Prunus mahaleb L. ugucu yaginin GC/MS’de belirlenen bilesenleri

No Bilesikler RT (dak) Alan % aRI (indeks)
(Alikonma
zamani)
Monoterpenler
1 Limonene 12.269 0.38 1034
2 Menthone 17.080 0.43 1157
Total 0,81
Monoterpenoidler
3 Iso-isopulegol 17.948 0.56 1180
4 Carvone 20.457 0.29 1248
5 Piperitone 20.841 0.75 1267
Total 1,6
Seskiterpen
6 Aromadendrene 28.572 0.31 1486
Lakton
7 Gamma-Butyrolactone 8.010 0.22 916
Macrolide
8 Ethylene brassylate 33.334 0.30 1642
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Tablo 10. Prunus mahaleb L. bitki ugucu yagmin GC/MS’de belirlenen bilesenleri

(devam)
No Bilesikler RT (dak) Alan % aRI (indeks)
(Alikkonma
zamani)
Aldehit
9 Tridecyl aldehyde 46.845 1.86 2162
Ketonlar
10 Acetoin 1.648 6.32 713
11 Benzylideneacetone 4.245 0.31 750
12 Menthalactone 27.329 1.37 1448
13 Civetone 52.351 1.35 2490
Total 9.35
Alkoller
14 2-Ethyl hexanol 12.384 0.39 767
15 Pelargol 17.820 0.28 1182
16 Myristyl alcohol 46.915 0.78 2165
17 Cetyl alcohol 50.066 0.32 2306
18 Nerolidol 52.270 0.34 2410
Total 2.11
Yag Asitleri
19 Palmitic acid 42.166 3.35 1948
20 16-hydroxy-6- 45.465 0.63 2103
hexadecenoic acid
omega lactone
Total 3.98
Eter
21 (Z)-Anethol 21.969 18.74 1290
Esterler
22 Ethyl lactate 4.166 0.97 800
23 Diethyl phthalate 32.145 1.94 1601
24 Pentadecanolide 46.521 34.67 2147
Total 37.58
Hidrokarbon
25 Neodene 47.150 0.45 2175
Diger
26 Tanimlamayanlar 47.110-53.140 0.26-7.71
Total 22.69
Total percentages 100

iRI degerleri, polar olmayan TRB-5MS kolonunda, (C7-C30) alkanlarinkine gore

alikonma siirelerinden hesaplanmistir. Kalin degerler ana bilesenleri temsil eder.
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Elde edilen sonuglara gore, kolondan ilk ¢ikan asetoin bilesigi iken (RT=1.648 dk),
civetone bilesigi kolonda en uzun siire tutulmustur (RT=52.351 dk). Bir ester olan
pentadekanolid (%34,67), eter olan (Z)-anethole (%18,74), keton olan asetoin (%6,32)
ve yag asidi olan Palmitic acid (%3,35) bilesikler arasinda en yiliksek oranda
olduklarindan ana bilesenler olarak tanimlanmistir. Diger bilesenler; tridecyl aldehyde
(%1,86), menthalactone (%]1,37), civetone (%1,35) ve diethyl phthalate (%1,94)

seklinde bulunmustur. Bilesenlerin geri kalani ise igerik olarak %1'den azdir.

3.4 HPLC-UYV ile Fenolik Bilesen Tayini Sonucu

Omegin metanol iginde hazirlanan &ziiti doner buharlastiricida  ¢oziiciisii
uzaklastirildiktan sonra oncelikle etil asetat ve dietil eter ile ekstrakte edildi daha sonra
geriye kalan kalinti kismina metanol ilave edildi ve HPLC-UV cihazina konuldu.
Cihazda mobil faz olarak su, asetik asit ve asetonitril kullanildi. Ornegin kolonu terk
etme zamani yani eliisyon degeri ile Tablo 11°de gosterilen 15 tane standart fenolik
maddenin eliisyon degerleri karsilastirildi. Standartlara ait degisik dalga boyundaki
kromatogramlar (Sekil 25, Sekil 26) ve fenolik bilesenlerin alikonma zamanlar

(Tablo 12, Tablo 13) asagida verilmektedir.

Tablo 11. HPLC analizinde kullanilan fenoliklerinin kimyasal yapilari

Oy _OH O O_OH
HO
OH
HO
OH OH
OH OH
Protokatekuikasid Gallik asit p-OH benzoik asit
OH
HO
HO "’ORl HO
HO
Kafeik asit Katesin Ferulik ait
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Tablo 11. HPLC analizinde kullanilan fenoliklerinin kimyasal yapilar1 (devam)

OH @) 0]
OH
/(j/vj\ OH OH
HO O o HO
OCH,
OH
HO
Epikatesin p-Kumarik asit Vanilik asit
O
A
OH
t-Sinnamik asit Kuersitin Rutin
o}
4 0 HO,,l OH
OH i
HO ~770""0oH
OH OH
HO
o-Kumarik asit Klorojenik asit Kaemferol
mAU
280nm4nm (1.00) ey
1500 2
1250
1000 s
750 ﬁ
500 g ‘
5 o l
=1 a0 g Eé | g |
. i N j‘-‘i _ﬂ" /| s AU |
0.0‘ L ‘5.0‘ L ‘10‘.0‘ L ‘15‘.0‘ L ‘20‘.0‘ L ‘25‘.0‘ L ‘30‘.0‘ L ﬁn‘

Sekil 25. 15 gesit fenolik standartin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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Tablo 12. Standart fenoliklerin 280 nm’de goriilen alikonma zamanlar1

Bilesik RT (Alikonma zamani)
1. Gallik Asit 3,70

2. Protokatekuik asit 6,75

3. Katesin 10,22

4. Vanilik asit 11,49

5. Epikatesin 12,01

6. p-OH benzoik asit 21,86

7. o-kumarik asit 23,30

8. t-sinnamik asit 25,54

mAU
315nm4nm (1.00)

11.688
26.312

10.613

300

200+

100+

Sekil 26. 15 adet fenolik standartin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami

Tablo 13. Standart fenoliklerin 315 nm’de goriilen alikonma zamanlari

Bilesik RT (Alikkonma zamani)
1.Klorojenik asit 10,61
2 Kafeik asit 11,69
3.p-kumarik asit 15,39
4 Ferulik asit 19,30
5.Rutin 21,02
6.Kuersetin 25,31
7.Kaemferol 26,31

Bu HPCL analizi sonucunda, Sekil 27 ve Sekil 28°e bakildig1 zaman, kullanilmis olan
15 adet standart fenolik bilesik i¢erisinden, mahlep bitkisinde klorojenik asit, gallik
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asit ve p-kumarik asit fenoliginin bulundugu tespit edilmistir. Klorojenik asit miktari
1,44 ppm olarak Olciiliip %0,3 miktarinda bulundugu gozlemlenmistir. Gallik asit
miktar1 1,85 ppm olarak ol¢iilmiis ve %0,4 miktarinda bulunmustur. P-kumarik asit
miktar ise 1,97 ppm olarak 6l¢iilerek %0,4 miktarinda oldugu tespit edilmistir. Diger

12 adet fenolik bilesige ise mahlep bitkisinde rastlanmamastir.

mAU
-280nm4nm (1.00)

\/\/\/\_/\&/—/\\J\/\/_/\) \J ‘UU\W’W\\_,Q/\

7‘ 0 O O O | 0 0 O O | 0 0 0 O | 0 0 O O | 0 T O O | O O O O | O
0.0 50 10.0 150 20.0 250 30.0 min

Sekil 27. Mahlep bitkisinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami

mAU

1315nm4nm (1.00)
250
200
150
100

50-] = o

1 o 0

E — i

0,

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 50 10.0 150 200 250 30.0 min

Sekil 28. Mahlep bitkisinin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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4 TARTISMA

Prunus mahaleb L. bitkisi, lilkemizde gida katki maddesi olarak da taninan mahlep
olarak bilinmektedir. icerdigi dogal ve etkili bilesenlerin 6zelliklerinden otiirii yillar
Oncesinden bu yana, tedavi amach tiiketilmeye ve kozmetik alaninda da kullanilmaya

devam etmektedir.

Mahlebin yagsiz ¢ekirdegi i¢inde bulunan su fraksiyonunun toplam polifenol madde
iceriginin yaklasik 66 mgGAE/g oldugu ve asetat fraksiyonunun ise toplam polifenol
icerigi yaklasik 72 mgGAE/g oldugu belirlenmistir. Yapisal olarak mahlep
¢ekirdeginin i¢indeki fenolik bilesikler; klorojenik asit, katesin, hidroksibenzoik asit,
siringik asit ve para-kumarik asittir. Cekirdekte mevcut olan baslica fenolik bilesik
%091,3 oraniyla hidroksibenzoik asittir. Ayrica yine mahlep ¢ekirdeginde p-kumarik
asit (0,234 mg/100 g kuru agirlik), (+)-katesin (1,018 mg/100 g kuru agirlik), siringik
asit (0,125 mg/100 g kuru agirlik) bulunmaktadir (Mariod ve ark., 2010). Mahlep
bitkisinin tohumunda bulunan en 6nemli aroma bileseni ise kumarinlerdir. Bilesiminde
kumarin, dihidrokumorin ve herniarin (7-methoksikumarin) bulunmaktadir. Ayrica
yine bilesiminde ¢ok diisiik seviyede amigdalin (mandelonitrile-Bgentiobioside)

bulunmaktadir (Al-said ve Hifnawy, 1986; Aydin ve ark., 2002).

Bu arastirmada, Mardin’den temin edilen Prunus mahaleb L. bitkisinin meyve
kisminin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi, fenolik bilesenleri ve ugucu yag

bilesenleri bir¢cok yontem ve analiz kullanilarak aciga ¢ikarildi.

Calismanin baslangicinda Prunus mahaleb L. bitkisinin metanol 6ziitleri hazir hale
getirilerek bu ekstraktlarda FRAP, CUPRAC ve DPPH?" radikal giderme aktivitesi gibi
lic cesit yontemle antioksidan aktiviteleri kapsamli bir sekilde incelendi. Bunun
yaninda Prunus mahaleb L. bitkisinin fenolik madde ve flavonoid madde miktarlari

tayin edildi.

Bir calismada Bolu ilinin Seben ilcesinde yetisen Prunus mahaleb var. alpina
bitkisinin meyve kismindan elde edilen fenolik bilesen miktar1 ve toplam flavonoid

miktar1 sirasiyla, 2,86+0,19 mgGAE/100g numune ve 1,6+0,18 kuersetin/100g
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numune numune olarak belirlenmistir (Gergek ve ark., 2023). Bizim ¢alismamizda ise
bu degerler toplam fenolik madde i¢in 189+1,48 mgGAE/100 g numune, toplam
flavonoid miktar1 da 56+0.02mg kuersetin/100 g numune olarak bulunmustur. Yani
Mardin ilinden elde edilen Mahlep, Bolu ilindekine gore ¢ok daha yiiksek polifenol ve

flavonoid i¢ermektedir.

Baska bir calismada (Kamiloglu ve ark., 2014) Istanbul ilinden elde edilen Prunus
mahaleb L. bitkisinin toplam fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid miktari
sirastyla, 0,36+0,18 mgGAE/g numune ve 0,48+0,02 mg kuersitin/g numune olarak
belirlenmistir. Dolayistyla bizim ¢alismamizdaki mahlep bitkisinin fenolik madde
miktar1 ve flavonoid miktarinin s6z konusu ¢alismadaki sonuglardan daha fazla oldugu
gbzlemlenmistir. Yine ayni ¢calismada (Kamiloglu ve ark., 2014) antioksidan aktivite
FRAP yontemine gore 0,88+0,26 mgTE (troloks equivalent) /g numune, CUPRAC
yontemine gore 6,32+0,46 mgTE/g numune, DPPH* yontemine gore ise 5,73+0,07
mgTE/g numune olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu degerler, FRAP i¢in
0,02+0,00 umol FeS0O4.7H,0/g numune, CUPRAC i¢in 0,12+0,01 mmol TEAC/g
numune, DPPH i¢in de 1Cs0-2,23 mg/mL olarak Ol¢iilmiistiir. Bu degerlere gore,
CUPRAC yontemi sonucuna gore Istanbul ilinden elde edilen mahlep bitkisinin
antioksidan aktivitesinin bizim c¢alismamizdakinden daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

2023’te yapilan bir ¢aligmaya gore (Dashtizadeh ve ark., 2023) mahlep bitkisinin
toplam fenolik bilesen miktar1 100,3+0,004 pgGAE/mg numune, toplam flavonoid
miktart ise 42,07+0,014 pg kuersitin/mg degerinde Ol¢iilmiistiir. Ayn1 calismada yine
mahlep bitkisinin DPPH* radikal temizleme aktivitesi ICso= 53,09 + 0,13 pug/mL olacak
sekilde belirlenmistir. Sonuglar bu ¢alismayla kiyaslandiginda bu ¢alismadaki toplam
polifenol ve flavoniod miktar1 daha fazla bulunmusken, DPPH* yontemine gore ise

tam tersi yani daha diisiik antioksidan aktivitesi oldugu goriilmiistiir.

Farkl1 bir ¢alismada ise Italya’dan elde edilen mahlep bitkisinin su ile ekstraksiyonu
sonucu antioksidan aktivite 6zelligine bakilmis ve FRAP yontemine gore 0,97+0,05
mg/mL numune, CUPRAC yontemine gore 1,68+0,09 mg/mL numune olarak
Olclilmiistiir. DPPH* yontemine gore ise 1Cso=1,16+0,01 mg/mL numune olacak

sekilde radikal temizleme aktivitesi gostermistir (Orlando ve ark., 2021). Farkl bir
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calisgmada da taze kurutulmus mahlep bitkisinin toplam fenolik madde miktari
634,47+0,04 mgGAE/100g olmak lizere dl¢lilmiistiir (Ghafoor ve ark., 2021). 2022°de
yapilan bir ¢alismada ise mahlep kirazinin toplam fenolik madde miktar1 22,84+0,45
mgGAE/g, toplam flavonoid miktar1 da 18,67+1,65 QE/g degerinde belirlenmistir
(Zan ve ark., 2022).

Bitkiler, dogal antioksidan bilesiklerin baglica kaynagint olusturmaktadir. Bundan
dolay1 bitkiler, antioksidanlar olarak bilinir. Bu dogal antioksidanlarin biiyiik bir

kismini fenolik maddeler olusturmaktadir.

Ayni cinsten bitki ¢esitlerinin farkli yerlerde yetismesi sebebiyle antioksidan
aktivitelerinin birbirinden farkli olmasma neden olmaktadir. Polifenolikler sebze,
meyve, tahil gibi bitkisel {iriinlerde kendiliginden bulunur ve bu gidalarin tat, koku,
renk gibi 6zelliklerini meydana getirirler. Bunun yaninda fenolik bilesikler parazit,
viriis gibi farkli zararlilarin etkisini azaltarak savunma mekanizmasi olusturmaktadir
(Bohn, 2014). Ayrica cesitli arastirmalardan meydana gelen sonuglara dikkat
edildiginde, fenolik bilesikler acisindan zengin diyetlerde beslenmenin Gnemi
vurgulanmaktadir. Bunun yaninda toksik maddelerin olusumuna, bir¢cok kronik
hastaliklara ve kanser hastaliklarina karsi koruyucu 6zelliginin oldugu belirtilmektedir.
Gidalardaki fenolik bilesenler ¢evresel faktorlere, su miktarina, bitkinin yetistirilme
sartlarina, glineslenme siiresine, genetik faktorlere, gida isleme ve muhafaza etme gibi
sartlara bagli olarak degisebilmektedir (Bravo, 1998). Bu 6zelliklerden dolay1 mevcut
sartlara bagli yapilan yOntem ve analizlerde bitki tiirlerinin gesitli antioksidan
aktiviteleri ve antimikrobiyal aktiviteleri birbirinden bagimsiz sonuclarin karsimiza

cikmasina sebep olabilmektedir.

Calismamizin bir bagka kisminda ise metanol ekstraktlar1 hazirlanarak antimikrobiyal
aktivite ¢aligmalar1 yapildi. Prunus mahaleb L. bitkisinin bakterilerden ¢ok maya
sugslart yani Candidalar iizerinde daha etkili aktivite gosterdigi bulundu.
Calismamizdaki mahlep bitkisinin, bakterilerden sadece Salmonella typhimurium
ATCC 13311 bakterisine 4000 mg/mL mik degeriyle antimikrobiyal aktivite gosterdigi
gozlemlendi. Fakat diger test mikroorganizmalarina karst herhangi bir aktivite
gosterdigi gozlenmemistir. Yapilan bir ¢alismada (Ozgelik ve ark., 2012) Prunus
mahaleb L. bitkisinin meyve kisminin ekstraktlari, Candina albicans (ATCC 10231)
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maya susu tlzerinde 32 pg/mL degeriyle antifungal Ozellik gosterirken bizim
caligmamizda ise bitkimizin meyve kisminin dziitleri, maya izolatlarindan Candida
albicans (ATCC 90028)’a kars1 4000 mg/mL degeriyle antifungal aktivite gostermistir.
Yine aym calismada (Ozgelik ve ark., 2012) mahlep bitkisinin meyve kismi, maya
suglarindan olan Candida krusei (ATTC 6258)’e kars1 64 pg/mL degeriyle antifungal
ozellik gosterirken, bizim ¢aligmamizda bitkimizin, Candida krusei (ATCC 6258)’ e
kars1 2000 mg/mL degeriyle antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yani bizim
calismamizdaki Prunus mahaleb L. bitkisinin diger calismaya kiyasla daha az etkili

antifungal 6zellik gosterdigi gézlemlenmistir.

Ayrica ¢alismamizda mahlep bitkisinin test bakterileri i¢inden yalnizca Salmonella
typhimurium ATCC 13311 bakterisine karst 4000 pg/mL degeriyle antibakteriyel
aktivite sergilerken, baska bir calismada (Demirkol ve Ertiirk, 2019) Gaziantep ilinden
temin ediden mahlep bitkisi yine Salmonella typhimurium ATCC 13311 bakterisine
15,33+0,44 mm degeriyle antikmikrobiyal aktivite gdstermistir. Ayrica yine ayni
calismada (Demirkol ve Ertiirk, 2019) Prunus mahaleb L. bitkisi, maya suslarindan
olan Candida albicans (ATCC 90028)’a kars1 10,00+0,45 mm degeriyle antifungal

ozellik gostermistir.

Mahlep’in sulu ekstraksiyonuna yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmasi sonucunda
(Orlando ve ark., 2021) bizim g¢alismamizdan farkli olarak bakterilere karsi iyi
derecede aktivite gosterdigi bulunmustur. Ozellikle Escherichia coli bakterisine karsi

31,49 ng/mL MIK degeriyle ¢ok iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda temin ettig§imiz Prunus mahaleb L. bitkisinin meyvesinden elde edilen
ucucu yaglar, GC-MS yontemi ile incelenerek 26 tane bilesen tanimlanmistir. Bu
bilesenler i¢inde birer ester olan pentadekanolid (%34,67), eter olan (Z)-anethole
(%18,74), keton olan asetoin (%6,32) ve yag asidi olan palmitic acid (%3,35) bilesikler
arasinda en yiiksek oranda olduklarindan ana bilesenler olarak tanimlanmistir. 2014
yilinda yapilan bir ¢aligmada ise (Alshehri, 2014), Tokat ilinden elde edilen Prunus
mahaleb L. bitkisinin ugucu yag analizinden elde edilen ve esansiyel yag
bilesiklerinden olan palmitik asit (%3,87) araliginda tanimlanarak bizim ¢aligmamiza

benzer oranda bulunmustur. Ana bilesenler ise bizim ¢calismamizdan farkli olarak oleik
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asit (%34,5), linoleik asit (%31,0) ve a- eleostearik asit (%?24,0) oranlarinda

bulunmustur.

Baska bir ¢alismada (Oral, 2014) mahlep ¢ekirdeginin yag asidi kompozisyonlarinda
konjuge linolenik asit (%38,81), oleik asit (%28,45) ve linoleik asit (%20,67) ana
bilesenler olarak belirlenmis, palmitik asit (%3,74) ise bizim ¢alismamiza benzer
oranda bulunmustur. Bir bagka ¢alismaya deginecek olursak (Erdogan Eliuz ve ark.,
2022) Prunus mahaleb L. bitkisinin ugucu yag bilesenlerinden linolenik asit (%34,39),
oleik asit (%31,76) ve linoleik asit (%25,54) yine ana bilesenler olarak belirlenmistir.
Palmitik asit (%3,67) olarak tespit edilmistir. 2023’te yapilan bir aragtirmaya gore
(Yilmaz ve Karatas, 2023) Adana ilinden temin edilen Prunus mahaleb L. bitkisinin
ucucu yag bilesenlerinden linolenik asit (%37,29), oleik asit (%29,84) ve linoleik asit
(%26,44) ana bilesenler olarak bulunmustur. Palmitik asit ise (%3,78) degerinde
belirlenmistir. Adana’dan temin edilen mahlep bitkisinin Palmitik asit degeri, bizim
calismamizdaki Mardin’den temin edilen mahlep bitkisinde bulunan Palmitik asit

degerinden biraz yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir.

Yine farkl bir calismada (Zan ve ark., 2022) mahlep kirazinin SPME-GC-MS yontemi
ile tanimlanan ugucu bilesiklerinden ana bilesenler (E)-2-hexanal (4,337+0,21 ug/100
g FW), 1-hexanol (1,984+0.14 pug/100 g FW) ve coumarin (1,833+0,14 png/100 g FW)
degerindedir. Bu sonuclara dayanarak bir¢ok ¢alismada mahlep bitkisinin esansiyel
yag iceriklerinin ¢evresel faktorlere ve kendi yapisal 6zelliklerine bagl olarak ¢esitli

sonuglarda oldugu ortaya konmaktadir.

Gilinlimiizde artik tip alanindan ziyade hastaliklara ¢care bulmasi agisindan netlesmis
ve daha ¢ok verim alinmis tibbi aromatik bitkilere yonelim artmaktadir. Ciinkii modern
tip alaninda kullanilan bircok ilag, bitkilerden temin edilmektedir. Dogal tedavi edici
ozelligiyle bilinen bu bitkilerin, ne kadar etkili ve direngli oldugu hakkinda daha ¢ok
bilgi edinmemiz gerekmektedir. Cilinkii iilkemizin dogal florasinda bitkisel zenginlik
olmasina ragmen heniiz bu zenginlikten yararlanilmamaktadir. Bunun sebebi de
bitkiler hakkinda bilgi ve tecriibe eksikliginden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla hangi
bitkinin sifali oldugu, ne ise yaradigi ya da herhangi bir antioksidan 6zellikte olup
olmadig1 hakkinda bilgilerin ve uygulamalarin yayginlasmasi ve Ogrenilmesi

acisindan, bu alanda kapsamli bir inceleme yapilmasi gerekmektedir. Alternatif tipta
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faydalanilan bu bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin olabilecegi,
bilimsel yontemlerle arastirilip incelenmelidir. Dogada atil halde bulunan dogal
bitkilerin, organik gida {retiminde etken bir antimikrobiyal olarak
degerlendirilebilecegi tahmin edilmektedir. Boylelikle atik degerlendirme alanina da

katki saglanmis olacaktir.

Calismamizin en son kisminda HPLC-UV ile fenolik bilesen tayini yapilarak
kullanilmis olan 15 adet standarttan Prunus mahaleb L. bitkisinde gallik asit, p-
kumarik asit ve klorojenik asit fenoliklerinin bulundugu gozlemlenmistir. Kalan 12
bilesige mahlep bitkisinde rastlanmamistir. Calismamizda gallik asit miktar1 1,85 ppm
(%0,4), p-kumarik asit miktar1 1,97 ppm (%0,4) ve klorojenik asit miktar1 1,44 ppm
(%0,3) olarak tespit edilmistir. 2022 yilinda yapilan bir ¢alismada ise (Bayrak¢eken
Giiven, 2022) Prunus mahaleb L. bitkisinin ¢ekirdegindeki gallik asit miktar1 0,103

mg analit/g ekstrakt olarak gozlemlenmistir.

Yine farkli bir calismada (Ghafoor ve ark., 2019) mahlep bitkisinin meyve kisminda
siringa ve kafeik asit bilesikleri en fazla miktarda miktarda fenolik bilesikler olarak
analiz edilmislerdir. Bunlarin yaninda bizim c¢alismamiza benzer sekilde gallik asit
(25,51+0,28 mg/kg) ve p-kumarik asit (2,39+0,19 mg/kg) fenolik bilesenleri de tespit
edilmistir. Ayrica 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada mahlep bitkisinin fenolik
bilesenlerinden klorojenik asit ve p-kumarik asit fenoliklerine rastlanmistir. Bunlarin
klorojenik asit i¢in 6,35 mg/L, p-kumarik asit i¢in de 2,95 mg/L gibi degerlere sahip
oldugu gozlemlenmistir (Giiclii, 2019).

Sonug olarak bazi ¢alismalarda bizim calismamizda tespit edilen bilesenere ve farkli
degerde olan cesitli fenolik bilesenlere, ugucu maddelere ve bakterilere rastlanmistir.
Bundan dolay1 bizim ¢alismamiz, literatiir verileri ile uyumlu bir diizen igerisindedir.
Bunlarin yaninda Prunus mahaleb L. tibbi aromatik bitkisi ile yapilan aragtirma ve
caligmalara bakildig1 zaman hem fenolik bilesen hem de ugucu yag analizleri, hem
antimikrobiyal aktivite hem de antioksidan aktivite analizleri tek bir calismada
yapilmamistir. Bu sebeple bu tez arastirmasi bu alanda ilk olmasi bakimindan énemli

bir etkiye sahiptir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yiizyillardan giinlimiize kadar uzanan bu siiregte organik iirlinlere olan ilgi ve talep
gittikce artmaktadir. Dolayisiyla hastalik tedavileri ve ek gida alimi i¢in de koruyucu
oldugu diisiiniilen, organik ve geleneksel tedavilere olan ilgi de artmaktadir. iginde
yasadigimiz sosyal ¢cevrenin sartlarindan ve etkisinden 6tiirli bazen alternatif tedavilere
bazen de modern tibba yonelim gostermekteyiz. Modern tip bilime dayanirken,
alternatif tip daha ¢ok geleneksel olup, deneyim ve gbzleme dayanmaktadir. S6z

konusu bu tedaviler, kusaktan kusaga aktarilarak giiniimiize kadar gelmistir.

Calisma yapilan bu yiiksek lisans tezi ile Prunus mahaleb L. bitkisinin antimikrobiyal
ozellikleri, antioksidan ozellikleri, fenolik bilesenleri ve ugucu yag bilesenleri
belirlenmigtir. Bu ¢alismada Mardin ilinden temin edilen, bitkinin mevcut yontemle
ekstrakti hazirlanarak antioksidan aktivite analizleri yapilmistir. Prunus mahaleb L.
bitkisinin toplam fenolik madde miktart 1,89+1,48 mgGAE/g numune, toplam
flavonoid madde miktar1 0,56+0,02 mg kuersetin/g numune olarak belirlenmistir. Fe**
elektron alma antioksidan yetenek (FRAP) 0,02+0,00 umol FeSO4.7H,0/g numune,
CUPRAC testine gore ise 0,12+0,01 mmol TEAC/g numune degeri ile antioksidan
aktivite gostermistir. Bitkinin DPPH* Radikal Temizleme aktivitesi ise 2,23 mg/mL

olarak Ol¢tilmiistiir.

Elde edilen bitki ekstraktlarindan antioksidan igeriklerinin yaninda, {i¢ tanesi maya
susu ve on tanesi bakteri olmak {izere on {li¢ adet mikroorganizmaya kars1 aktivite
durumlarina bakilmis, Prunus mahaleb L. bitki 6ziitiinlin analizde bulunan test amagh
bakteriler yerine candidalar lizerinde 1yi aktivite gostererek antifungal 6zellige sahip
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle de maya suslarindan olan, Ck’ya (Candida krusei
ATCC 6258) ve Cg (Candida glabrata ATCC 2001)’ye 2000 pg/mL, Ca (Candida
albicans ATCC 90028)’ya ise 4000 pg/mL mik degerleriyle antifungal aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Test bakterilerinden de sadece Salmonella typhimurium
ATCC 13311 bakterisine karst 4000 pg/mL mik degerinde antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirlenmistir.
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Prunus Mahaleb L. bitkisinden agiga ¢ikan ugucu yagimm GC/MS tayiniyle 26 tane
bilesik tanimlanmistir. Bu tanimlanan bilesikler; monoterpen, monoterpenoidler,
seskiterpen, lakton, macrolide, aldehit, ketonlar, alkoller, yag asitleri, eter, esterler ve
hidrokarbon olmak iizere on iki gruba ayrilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kolondan
ilk acetoin bilesigi iken (RT=1.648 dk), civetone bilesigi kolonda en uzun siire tutulan
bilesiktir (RT=52,351 dk). GC/MS’de tespit edilen bilesenler arasinda birer eter olan
(Z)-Anethole (%18,74), pentadekanolide (%34,67), yag asidi olan palmitic acid
(%3,55), keton olan acetoin (%6,32) bilesikleri en yiiksek oranda olduklar1 i¢in Prunus

mahaleb L. bitkisinin ana bilesenleri olarak tanimlanmustir.

HPLC analizi ile 15 adet standart fenolik bilesiklerinden yararlanilarak yapilan fenolik
bilesen analiz sonucunda Prunus mahaleb L. bitkisinde gallik asit, klorojenik asit ve
p-kumarik asit bilesiklerinin bulundugu tespit edilmistir. Gallik asit miktar1 %0,4 (1,85
ppm), klorojenik asit miktar1 %0,3 (1,44 ppm), p-kumarik asit miktar1 %0,4 (1,97 ppm)
olarak oOl¢iilmistiir. Diger 12 adet fenolik bilesige Prunus mahaleb L. bitkisinde

rastlanmamustur.

Sagligimiza olumlu etkisinin oldugu belirlenen Prunus mahaleb L. bitkisinin, toksik
maddeleri uzaklagtirabilen nitelikte oldugu gézlemlenmistir. Bu sebeple viicudun
serbest radikallere karsi direncini koruyan, hastaliklar1 engelleyen, bagisikligi
giiclendiren, antioksidan igeren, fenolik bilesikler acisindan zengin olan yapisindan
dolay1 ek gida olarak ya da diyet meniilerine ilave edilmek iizere ¢esitli alanlarda

kullanilmasi Onerilebilir.

Bu c¢alismada Mardin ilinde yetisen Prunus mahaleb L. bitkisinin ugucu yag
bilesenleri, biyolojik aktiviteleri ve fenolik bilesenleri aciga cikarilmistir. Farkli
sehirlerde yetisen Prunus mahaleb L. bitkileriyle de benzer sekilde tayin ve analizler
gerceklestirilip, baska sehirlerde biiyliyen bitkiler icin elde edilen sonuglarla
karsilastirma yapilabilir. Ayrica bu ¢alismada Prunus mahaleb L. bitkisinin meyvesi
analiz edilmistir. Prunus mahaleb L. bitkisinin yaprak ve tohum kismi i¢in de aym

analizler yapilarak drnekler arasindaki analiz sonuglari kiyaslanabilir.

Antioksidan tayinlerinde ekstraksiyon i¢in yalnizca ¢06ziicii olarak metanol

kullanilmistir. Etanol, su, aseton ve eter gibi farkli ¢oziiciiler de kullanilip tayinler

48



tekrarlanabilir. Bu sekilde farkli ¢oziicli ekstraktlarindaki antioksidan ozellikler

birbiriyle karsilastirmalar1 yapilip, en yiiksek aktivite sergileyen ¢6zgen bulunabilir.

Bu calismada mahlep bitkisi icin sadece antimikrobiyal analiz arastirmasi
gerceklestirilerek bu bitki tiirli i¢in ayn1 zamanda antienflamatuar, anti-iireaz,

antikanser ve anti-lipaz vb. biyolojik 6zelliklerinin olup olmadig: bakilabilir.

Calisma sonucu Prunus mahaleb L. bitkisinin antifungal 06zellik gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu bitki antifungal ilaglarin yapisina katki saglamasi i¢in ilag

gelistirme arastirma ve ¢alismalarinda materyal olarak kullanilabilir.

Ekonomik alanda ve bilimsel ¢aligsmalara fayda saglamak amaciyla, bu calisma ve
uygulamalarin s6z konusu alanlarda siirdiiriilebilir hale gelmesi i¢in zengin bitki
ortiisiine sahip olan iilkemizde, bu varliklardan en randimanli bir sekilde potansiyeline
uygun standartlarda faydalanilmalidir. Genellikle tip, tarim ve gida gibi cesitli
alanlarda sifali tibbi ve aromatik bitkilerin kullanilmasina ve c¢alismalarin
yiiriitiilmesine gereksinim duyulmaktadir. Ulkemizde yetisen ve sifali etkisi olan
Prunus mahaleb L. bitkisinin detayli arastirma ve incelemeleri saglanarak cesitli
fonksiyonlar1 ortaya cikarilabilir ve elde edilen aktiviteler ile bircok alana katki

saglanilabilir.
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