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Essential oil composition, antimicrobial activity and flavonoid contents of leaf-fruits of Cedrus libani
and Pinus nigra subsp. pallasiana were determined with GC-MS, disc diffusion method and HPLC
in three different period. When the essential oil composition of leaf and fruits of P. nigra ssp
pallasiana collected in April, July and September, major components were a-pinene, B-pinene,
limonene, B-caryophyllene ve germacrene-D. On the other hand, additionally to these contents,
myrcene and o-terpineol were also detected in C. libani. According to HPLC analysis, rutin,
quercetin, kaempferol, naringin and resveratrol flavonoids were detected in different proportions. While
rutin (154.33 pg ) and resveratrol (20.02 pg g°) has the highest ratio in C. libani, quercetin (9.65 pg
g) and naringin (9.31 pg g’) were detected in P. nigra subsp. pallasiana along with rutin (39.66 ng
g). According to the antimicrobial activity results the essential oils of C. libani obtained in April has
produced higher activity than that of July and September. On the contrary, the essential oils from P.
nigra subsp. pallasina have produced the best antimicrobial activity on September compared to April
and July. As a result, C. libani and P. nigra subsp. pallasiana essential oils have a composition
showing antimicrobial activity and their harvesting season should be determined for the best and
effective content.
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Cedrus libani ve Pinus nigra subsp. pallasiana’nin Ugucu Yaglarinin Kimyasal
Bilesimi, Antimikrobiyal Aktivitesi ve Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi
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Kahramanmarag’ta dogal olarak yayilis gosteren Cedrus libani A. Rich ve Pinus nigra subsp.
pallasiana (Lamb.) Holmboe ’nin igne yaprak ve meyvelerine ait ugucu yaglarin bilesimi GC-MS ile;
antimikrobiyal etkileri disk diflizyon yontemi ile flavonoid igerikleri ise HPLC cihaz1 ile
belirlenmistir. Nisan, Temmuz ve Eyliil olmak iizere ii¢ farkli zamanda toplanan yaprak 6rneklerine
ait ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonundaki mevsimsel degisimin incelendigi bu ¢alismada,
ucucu yag ana bilesenlerini P. nigra subsp. pallasiana’da a-pinene, B-pinene, limonene, -
caryophyllene ve germacrene-D ile; C. libanii’de bu bilesenlere ek olarak, myrcene ve a—terpineol
olarak bulunmustur. HPLC analizi sonucunda rutin, quercetin, kaempferol, naringin, ve resveratrol
flavonoidleri ¢esitli oranlarda bitkilerde bulunmustur. C. libani’de en yiiksek oranda rutin ve
resveratrol (sirastyla 154,33 ve 20,02 pg g”) bulunurken; P. nigra subsp. pallasiana’da ise yine rutinin
(39,66 pg g) yamt sira quercetin ve naringin (sirastyla 9,65 ve 9,31 ng g) elde edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gére Nisan’da toplanan C. libani ugucu yaglari Haziran ve Eyliil
ay1 ugucu yaglarindan daha yiiksek aktivite gostermistir. Buna kargilik P. nigra subsp. pallasiana
ugucu yaglari en iyi antimikrobiyal aktiviteyi Nisan ve Haziran’a kiyasla Eyliil’de gostermistir. Sonug
olarak, C. libani ve P. nigra subsp. pallasiana antimikrobiyal aktivite gdsteren bir icerige sahiptir
ancak en iyi ve etkin bir igerik i¢in hasat donemlerine dikkat edilmelidir.
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Giris

Acik tohumlularin en zengin smifi olan Koniferler 7
aile, 52 cins ve 600’1 askin taksonla diinya {izerinde,
ozellikle Kuzey yarimkiirede c¢ok genis alanlara
yayilmaktadir. Bu calismaya konu olan iki konifer
tirtinden biri olan Tiirkiye’de halk arasinda ‘Katran’ adi
verilen Cedrus libani G.Don tiirii, asil yayiligin
Tiirkiye’de Giiney Anadolu’nun Toroslar Bdlgesi’nde
yapmaktadir (Avcr ve Bilir, 2017). Batida Fethiye ve
Kdycegiz’den baslayip, doguya Toros daglari {izerinden
uzanmakta, Goksun ve Kahramanmarag yoérelerinden bir
kavisle giineye Amanos Daglari’na yonelmektedir (Efe ve
ark., 2013). Diinyada sadece Liibnan’in Cebel-Liibnan
bolgesinde yayilmaktadir (Semaan ve Dodd, 2008). Pinus
nigra (Lamb.) Holmboe (Karagam)’nin sistematigi heniiz
tam yapilamamistir. Gilineybati, Giliney, Giineydogu
Avrupa ile Batt Asya’daki “Submediterran” bdolgelerde
genis cografi yayilisa sahiptir. Ulkemizde Karadeniz,
Marmara, Ege, Toroslar ve I¢ Anadolu bélgelerinde
yaklagik 4,2 milyon hektarlik bir alana yayilmistir
(Kizilarslan ve Sevgi, 2013).

Flavonoidlerin de dahil oldugu fenolik bilesikler ve
ucucu yaglar cogunlukla bitkinin ¢igek, tomurcuk, yaprak,
meyve, kok ve odunsu kisimlarinda bulunmaktadir
(Kdhkonen ve ark., 1999; Mohammed ve ark., 2018). Bu
nedenle genellikle aromatik bitkiler ¢icek ve yaprak
kisimlar1 kurutularak drog halinde (Baytop,1999) ya da
ekstraksiyon, destilasyon gibi yontemlerle elde edilen
ekstraktlar seklinde kullanilmaktadir (Botsoglou ve ark.,
2003; Mohammed ve ark., 2019). Aromatik bitkilerin
kimyasal bilesimi bir¢ok etmene (bitki organi ve tiirii, hasat
mevsimi, yetistirme yontemi gibi) bagli olarak farklilik
gosterdiginden, antioksidan etkileri de degisebilmektedir
(Javanmardi ve ark., 2003). Enfeksiyon kontrolii igin
antibiyotik direnci aragtirmasinin yani sira, bilim adamlari
bitki ~ozlerinin ve fraksiyonlarinin  antimikrobiyal
ozelliklerini giderek daha fazla arastirmaktadirlar (Malika
ve ark., 2004; Imelouane ve ark., 2009; Pehlivan ve
Sevindik, 2018). Cesitli bilimsel raporlar, bir¢ok bitkinin
cesitli mikroorganizmalar iizerindeki Onleyici etkisini
tanimlamig olsa da, farkli mikroorganizmalarin belirli bir
bitkiye ve ayni mikroorganizmalarin farkli bitkilere karst
direncinde 6nemli farkliliklar gézlenmistir (Arora ve Kaur,
1999; Sevindik ve ark., 2017).

Koniferlerin filogeni ve biyocografyasi, molekiiler
caligmalari, karyotip analizleri, genetik g¢esitlilik ve
populasyon yapisi, polenleri, karsilastirmali anatomisinin
yant1 sira tohum yagi ve proteinleri, ugucu yaglari, terpenoid
ve flavonoidleri, antimikrobiyal aktivitesine odaklanarak
tibbi yoniine yonelik pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Gamon ve
ark., 2016; Feucht ve ark., 2016; Garcia ve ark., 2017; Klaus
ve Matzke, 2019; Mamoci ve ark., 2020). Giiniimiizde gesitli
bitki organlar1 ve iiriinlerinin gida takviyesi olarak diyette
yer almasinin, ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesine ve tedavisine
yardimer olabildigi ve insan sagligina kars: ciddi tehdit
olusturan ortaya ¢ikan hastaliklara karsi antimikrobiyal
potansiyeli oldugu bilinmektedir (Sevindik ve ark., 2017).
Bilimsel c¢alismalar, igne yaprakli agaglarin ugucu
yaglarinda bolca bulunan terpenlerin, gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecegini ve ugucu yag bilesenlerinin
ekonomik degerlerinin yani sira, bitki savunma sisteminde
mantar ve bocek saldirilarina karst 6nemli bir rol oynadigini

gostermistir (Sezik ve ark., 2010; Vieira ve ark., 2018).
Yapilan literatiir taramasinda ¢alismalarin C. atlantica G.
Manetti ve C. deodora (Roxb.) G. Don iizerinde
yogunlastigi goriilmiistir. Az sayida olsa da Cedrus
libani’nin igne yapraklarinin ugucu yaglarina ait cesitli
caligmalara rastlanmustir. Farkli lokalitelerde, farkli
yiiksekliklerde yetisen bitkilerin ugucu yaglari kiyaslanmig
(Loizzo ve ark., 2007; Bilir ve Avci, 2013) fakat mevsimsel
degisime ait bir ¢aligma bulunamamustir. Bu ¢alismada
Kahramanmarag’ta dogal olarak yayilis gosteren C. libani ve
Pinus nigra subsp. pallasiana’nn igne yapraklarina ait
ucucu yag bilesimine ait mevsimsel degisimin (Nisan,
Temmuz ve Eyliil) ve flavonoidlerinin yan sira, yaprak ve
kozalaklardan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmustir.

Materyal ve Yontem
Bitki Materyali

Bu c¢alismada, C. [ibani “Liibnan sediri” ve P. nigra
subsp. pallasiana “Karagam” tiirlerinin igne yapraklari ve

kozalaklar, Kahramanmaras Siitcti Imam
Universitesi/Avsar Kampiisii’nden toplanmistir. Ayrica
Kampiis igerisindeki agaclar isaretlenerek, isaretli

bitkilerin igne yapraklari Nisan, Temmuz ve Eyliil aylar
olmak iizere ii¢ farkli vejetasyon doneminde toplanarak,
yapraklardan elde edilen ucucu yag igeriklerinin
mevsimsel degisiminin incelenmesi amaglanmuigtir.

Ucucu Yag Eldesi

igne yaprak ve kozalaklarin ugucu yaglari, Neo-
Clevenger cihazi kullanilarak su distilasyonu yontemiyle
elde edilmistir. Bu ¢alismada her bir 6rnekten 100’°er g
alinmus, lzerine 1 litre su eklenmis ve neo-clevenger
cihazinda yaklasik 3 saat kaynatildiktan sonra ugucu yag
eldesi gerceklesmistir (Kilig, 2008).

GC-MS Calisma Kosullart

Elde edilen ugucu yag bilesenlerinin tespiti Agillent
Technologies GC 6890N Network, MS 5975C VL MSD
cihazi ile gerceklestirilmistir. NISTO0S8, Willey7n.1 ve
Flavor2 kiitiiphaneleri referans alinmigtir. HP 88 (100m 0,25
mm id; 0,2 uM film kalinlig1) kapiler kolon kullanilmustr.
Tastyic1 gaz Helyum olup, elektron enerjisi 70 eV’tur.
Enjeksiyonlar  split modda (1:20), 250°C 1sida
gerceklestirilmis olup, dedektdr sicakligr da 250°C’dir. Is1
programi 70°C-1'//70°C -230°C -16"/230°C-25" seklindedir.

Flavonoid Analizleri

Bitki ekstraktlarinin flavonoid igerikleri HPLC cihazi
ile analiz edilmistir. Kurutulup toz haline getirilen bitki
orneklerinden ekstraksiyon, ultrasonik banyoda metanol
yardimiyla yapilmistir. Ekstraksiyondan sonra ornekler
santrifiij edilmis ve list fazdan 20 pul HPLC’ye enjekte
edilmigtir. Analizler C18 kolonda (Nucleosil 100-5 C18,
250x4.6 mm), HPLC-DAD dedektorii (Shimadzu, Kyoto,
Japan) ile yapilmig olup, sonuglar mikrogram/gram olarak
%97 giiven aralig1 ile verilmistir. Injeksiyon sartlari ise:
Mobil faz: A: %3 asetik asit, B: Metanol olmak iizere iki
¢oziiciiden olusan tasiyic1 faz ile, 0,8 mL dk’lik akis
hizinda ayarlanmistir. Kolon sicakligi 30°C’dir.
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Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal etkinlik belirlenmesi standart disk
diftizyonu testi ile gerceklestirilmistir (Collins ve ark.,
1989). Test mikroorganizmalarindan bakteriler Nutrient
Broth’a agilanarak 37°C’de 24 saat; maya suslar1 Sabouraud
Dekstroz Broth’a asilanarak 30°C’de bir gece inkiibe
edilerek aktive edilmislerdir. Daha sonra Miieller-Hinton
agar ve SDA (Sabouraud dextrose agar) besiyerlerine
bakteri suslar1 0,5 Mc Farland turbiditesinde steril serum
fizyolojik ile sulandirilarak (1.5x108 bakteri ml-; (0.5x108
maya ml) yayma seklinde ekim yapilmigtir (Anonim 1999).
Elde edilen wugucu yag o&rneklerini antimikrobiyal
aktivitelerinin test edilmesi i¢in ugucu yaglardan 30 pl
alinarak ve 6 mm c¢apindaki steril disklere emdirilmistir.
Ucucu yag emdirilmis diskler hafifce besiyeri iizerine
bastirilarak yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri
kutular1 4°C’de 1 saat bekletildikten sonra, bakteri agilanan
petri kutular1 37°C’de 24 saat, maya agilanan petri kutularida
30°C’de 24-48 saat siire ile inkiibe edilmistir (Collins ve
ark., 1989). Siire sonunda besiyeri iizerinde olusan
inhibisyon zonlart mm olarak degerlendirilmistir (Cetin ve
Giirler, 1989; Bradshaw, 1992).

Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 KSU,
Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Bunun i¢in Gram pozitif bakterilerden Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Gram negatif bakterilerden Klebsiella pneumonia (Klinik
izolat), Escherichia coli ATCC 39628, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC
13048 ile mayalardan Candida albicans (Klinik izolat),
Saccharomyces cerevisia ve Yarrowia lipolytica
kullanilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Ucucu Yag Analizine Ait Bulgular

Yaprak oOrneklerine ait ugucu yaglarin kimyasal
kompozisyonundaki mevsimsel degisimin incelendigi bu
¢alismada, C. libani bitkisinin GC-MS analizi sonucunda
elde edilen bilesenlerin ortalama degerleri Cizelge 1°de
verilmistir. Ugucu yagdaki ana bilesenler a-pinene ve [-
pinene bagta olmak iizere myrcene, limonene, o—terpineol,
caryophyllene E ve germacrene-D olarak bulunmus ve bu
yedi bilesenin miktarlarinda aylara gore degisimler
gbzlenmistir. Bu caligmada major bilesenlerden a-pinene
ve B-pinene, diger bilesenlere nazaran oldukca yiiksek
miktarlarda bulunmakta olup, incelenen aylardaki
mevsimsel degisimi ise dikkat ¢ekicidir. a-pinene miktar1
Nisan’dan (%65,77) Eyliil ayina (%18,68) kadar kademeli
olarak diigerken; B-pinene miktar: ise tam tersine Nisan
aymdan (%2,94) Eyliil ayma (%49,41) kadar 6nemli bir
artig gostermistir. Diger bilesenlerden caryophyllene E ve
germacrene-D miktarlar1 Eyliil ayinda artarken (sirasiyla
%06,95 ve 9,22), myrcene ve o—terpineol azalmis, limonene
seviyesinde ise dnemli bir degisiklik olmamisgtir.

Bilir ve Avci (2017) farkli lokalitelerden topladiklar: C.
libani yaprak orneklerinin ugucu yag ana bilesenlerini a-
pinene (24,45-33,49) ve [B-pinene (17,78-22,82) olarak
bulmuglardir. Tiimen ve ark. (2010), C. libani’nin yaprak
ugucu yag ana bilesenlerini a-pinene (12,30), B-pinene
(8,25), limonene (17,71) ve B-myrcene (4,94) olarak

bulmuslardir. Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin, Canard
ve ark. (1997)’mn C. libani’de bulduklar1 terpen
komposizyonu sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Calismalarinda o-pinene, B-pinene, myrcene, limonene,
caryophyllene miktarlarini sirasiyla %45,43, 11,68, 22,63,
13,63 ve 5,05 olarak belirlemislerdir. Igeriklerin miktarlari
arasindaki kismi farkliliklar mevsimsel degisim ve
cografik farkliliktan kaynaklanmaktadir. Saab ve ark.,
(2005) Liibnan’da yetisen C. libani’nin odun kismindaki
ugucu yaglarinin kimyasal igerikleri tizerinde yaptiklar
calismada 14 adet ana bilesen belirlemiglerdir. Major
bilesenlerin himachalene ve himachalol’in o, B, v
izomerleri oldugunu tespit etmislerdir. Benzer olarak Baser
ve Demircakmak (1995) Tiirkiye’den topladiklart C.
libani’nin kok ve odun dokularinin ugucu yag bilesenleri
iizerine yaptiklar1 calismada ana bilesenleri a, B, y-
himachalene’nin yani sira trans a-atlantone olarak elde
etmiglerdir. Bu sonuglar degerlendirildiginde odun, kok ve
yaprak gibi farkli organlarin ugucu yag iceriklerinde biiyiik
farkliliklar olabilmektedir.

Bu arastirmada ¢alisilan diger bitki olan P. nigra subsp.
pallasiana’nin igne yapraklarina ait ugucu yag ana
bilesenleri a-pinene, B-pinene, limonene, 3-caryophyllene
ve germacrene-D olarak bulunmustur. B-caryophyllene
Nisan ayinda (%13,79) en yiiksek oranda bulunurken; o-
pinene (%34,37), B-pinene (%20,10) ve germacrene-D
(%18,20) Eyliil ayinda diger aylara nazaran daha yiiksek
oranlara ulagmistir (Cizelge 2). Limonene ise Temmuz
aymda (%23,63) en yiiksek oranda bulunurken, Eyliil
ayinda en diisiik seviyesine (%3,93) gerilemistir.

Macchioni ve ark. (2003), Pinus pinea, P. halepensis,
P. pinaster ve P. nigra olmak iizere dort farkli Pinus
tiriiniin  ¢esitli organlarmin ugucu yag bilesimlerini
incelemiglerdir. P. nigramin igne yapraklarinda %28,4
olmak iizere tiim organlarinda a-pineni ana bilesen olarak
bulmuslardir. Igne yapraklardaki diger ana bilesenleri
germacren D (%21,2) ve B-caryophyllene (%16,2) olarak
belirtmiglerdir. Roussis ve ark. (1995), P. nigra igne
yapraklarindaki ugucu yaglarin ana bilesenlerini, tipki
Macchioni ve ark. (2003) gibi a-pinen, germacren D, [3-
caryophyllene olarak belirtmislerdir. Bu ¢alismada bu ti¢
ana bilesenin yani sira B-pinene ve limonene degisen
oranlarda bulunmustur. Rezzi ve ark. (2001), Pinus nigra
subsp. laricio bitkisinin igne yapraklarimin ugucu yag
bilesenlerini calismislar ve baslica bilesenleri alfa-Pinene,
manoyl oxide, germacrene-D, myrcene, (E)-caryophyllene
ve limonene olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada manoyl
oxide hi¢ bulunmamis, ancak myrcene Temmuz hasadinda
elde edilen ugucu yagda goriilmiistiir. Tiimen ve ark.
(2010), dort Pinus tiiriiniin konilerinden elde ettikleri
ugucu yaglarin bilesimini aragtirmigtir. P. slyvestris, P.
nigra (%45,36) ve P. halepensis'te ana bileseni a-pinen, ve
P. pinea'da limonen (%62,8) ve P. brutia'da ise B-pinen
(%39,6) olarak belirtmislerdir. Bu ii¢ bilesenin P. nigra
subsp. pallasiana’min igne yapraklarinda aylara gore
degisen oranlarda ve major miktarlarda bulundugu
gozlenmistir. Sezik ve ark. (2010), Tirkiye’nin farkli
bolgelerindeki sekiz ilden dort farkli zamanda topladiklari
P. nigra bitkilerinin igne yapraklarindaki ugucu yag
degisimini incelemislerdir. Yaglardaki a-pinen
miktarlarinin - her zaman f-pinen’den daha yiiksek
oldugunu, ayrica Akdeniz Bolgesi’nden toplanan
orneklerde (Antalya ve Igel) a-pinen ve B-pinenin toplam
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iceriginin %52 ile %67 arasinda degistigini belirtmislerdir.
Bir Akdeniz sehri olan Kahramanmaras’tan toplanan bu
orneklerde, a-pinen ve B-pinen toplam igerigi, diger
aylarda daha diisiikken, Eylil aymnda yaklasik %55°e
cikarak en yiiksek miktarina ulagmistir.

Calisilan bitkilere ait igne yapraklarin Nisan, Temmuz
ve Eylill olmak iizere 3 farkli zamanda toplanmasindaki
amag, ugucu yag bilesenlerinin miktar bakimindan
mevsimsel olarak degisimini incelemek ve ozellikle de
major bilesenlerin spesifik kullamimlar i¢in maksimum
oldugu seviyeleri saptamaktir. Cam basta olmak {izere igne
yaprakli agaclarin birgok tiiriiniin yaglarinda bulunan alfa

ve beta -Pinene insanlarda bir brons agicidir ve genis bir
biyolojik aktivite yelpazesine, yani antienflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan, antikanser ve antinosiseptif
aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Aydin ve ark.,
2013). Limonen; kotii tatlar1 baskilamak igin tatlandirici,
losyon, banyo iiriinleri ve diger cesitli kisisel bakim
tirtinlerinde hos koku verici, tarimda insektisit ve herbisit,
temizlik triinlerine yaglar1 ¢oziicli, yanici oldugu igin
biyoyakit, geleneksel tipta safra tasi, reflii hastaligi ve mide
eksimesini rahatlatmak gibi farkli sektorlerde pek ¢ok
kullanimi bulunmaktadir (Butler, 2010; Sharma ve ark., 2017,
Vieira ve ark., 2018).

Cizelge 1. C. libani igne yapraklarina ait ugucu yag bilesenlerinin ortalama degerleri
Table 1. Mean values of essential oil components of C. libani needle

No Ugucu Yag Bilesenleri Nisan Temmuz Eyliil

1 a-pinene 65,77+2,25 39,58+0,05 18,68+0,24
2 Camphene 0,53+0,06 0,48+0,02 0,33+0,01
3 B-pinene 2,94+0,06 20,05+0,16 49,41+0,58
4 Myrcene 8,94+0,44 3,57+0,02 -

5 o —phellandrene - 0,35+0,01 -

6 Limonene 3,76+0,15 3,83+0,01 3,46:0,07
7 [ —phellandrene - 2,20+0,04 -

8 Sabinene 0,91+0,04 - -

9 Isoamyl propionate 0,34+0,01 - -

10 Terpinolene 1,37+0,07 3,7440,06 -

11 y-terpinene - - 3,13+0,08
12 d-carene - - 0,75+0,01
13 cis-p-Terpineol 0,32+0,35 - -

14 Linalool 0,23+0,03 - -

15 (+)-Longifolene 0,42+0,09 - -

16 o —copaene - 0,33+0,06 0,10+0,03
17 Thujopsene 0,43£0,03 - -

18 4-Carvomenthenol 1,214+0,01 - -

19 [ —copaene 0,23+0,02
20 o —terpineol 4,93+0,18 6,69+0,27 1,34+0,01
21 o —humulene - - 0,67+0,42
22 Junipene - 0,2340,00 0,38+0,06
23 (E)-B-Caryophyllene - 1,73+1,43 6,95+0,24
24 y-Amorphene - - 0,64+0,01
25 m-Cresol 0,54+0,06 - -

26 Epizonarene - 0,66+0,04 -

27 o —bisabolene - 2,16:0,06 0,99+0,04
28 y —amorphene - 0,92+0,01 -

29 & —cadinene - - 0,75+0,04
30 Carvacrol 0,32+0,21 - -

31 o —humulene - 1,14+0,04 1,87+0,06
32 Germacrene D - 2,54+0,01 9,22+0,51
33 3-floro-Benzeneacetonitrile 0,51+0,29 - -

34 1,2-benzisothiazole 0,18+0,07 - -

35 Borneol - 0,37+0,05 -

36 Benzothiazole 0,46+0,15 - -

37 Umbellulone - 0,59+0,01 -

38 a-Cadinol 0,81+0,01 - -

39 Widdrol 0,54+0,01 - -

40 a-Cadinol 0,55+0,05 - -

41 Phenethyl isovalerate 0,32+0,01
42 Epi-o. —Muurolol - 0,83+0,45 -

43 Caryophyllene oxide - - 0,31+0,06
44 Roza-5,15-dien - 0,48+0,02 -

45 Epi-cedrol - 0,45+0,01 -

46 Epi-a —muurolol - 1,244+0,03 -
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Limonenin terapotik etkileri, sagliktaki diger faydali
etkilerin yam sira antimikanti-enflamatuar, antioksidan,
antinosiseptif, antikanser, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antiviral ve gastroprotektif etkilerinden ileri gelmektedir
(Ravichandran ve ark., 2018; Vieira ve ark., 2018). Beta-
caryophyllene’in antikanserojen, analjezik etkilerinin yani
sira kolesterol ve diyabet hastaliklarinin tedavisinde olumlu
sonuglarina dair pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Basha ve
Sankaranarayanan, 2016; Fidyt ve ark., 2016; Baldissera ve
ark., 2017; Arul ve ark., 2020). Germacrene, antimikrobiyal
ve insektisit 6zelliklerinin yanisira, bocek feromonlart olarak
da rol oynarlar (Adio, 2009). Yukarida faydalarindan
bahsedilen bu bilesikler, ¢alisilan her iki tiirde de aylara gore
degisen oranlarda bulunmakta olup, bitkilerin bu ¢alisma ile
tibbi ve ekonomik potansiyelleri ortaya konmustur.

Flavonoid Analizine Ait Bulgular
Kahramanmaras Avsar Kampiisii'nden toplanan C.
libani ve P. nigra subsp. pallasiana 'mn igne yapraklarina ait

flavonoid igeriklerinin miktarlart Cizelge 3’te verilmistir.
Oncelikle flavonoid standartlar1 HPLC’de kosturulmus ve
elde edilen grafikler kullanilarak regresyon denklemleri
hesaplanmigtir. P. nigra subsp. pallasiana yapragimimn
metanol ile ekstraktinin analizleri sonucunda rutin 39,66 pg
g, quercetin 9,66 ug g, kampherol 4,00 pg g, naringin 9,33
pug g ve resveratrol 2,33 ug g bilesenleri belirlenmistir.
Fenolik maddelerin dogal antioksidan olmakla beraber kalp
hastaliklarinda ve kanser tedavisinde de Onleyici rol
oynadiklar1 ortaya konmustur (Faydaoglu ve Siiriiciioglu,
2013; Mohammed ve ark., 2018; Mohammed ve ark., 2019).
Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin  antioksidan
aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir (Skerget ve ark.,
2005). C. libani yapragmin metanol ile ekstraktinin
analizleri sonucunda rutin 154,33 ug g, quersetin 2,00 ug g
, kampherol 5,00 pg g ve resveratrol 20,00 pg g bilesenleri
belirlenmistir. P. nigra subsp. pallasiana ve C. libani
bitkilerinin flavonoid igeriklerine yonelik bir calismaya
literatiirde rastlanmamustir.

Cizelge 2. P. nigra subsp. pallasiana igne yapraklarina ait ugucu yag bilesenlerinin ortalama degerleri
Table 2. Mean values of essential oil components of P. nigra subsp. pallasiana needle

No Ucucu Yag Bilesenleri Nisan Temmuz Eyliil
1 | alpha-Pinene 9,01+0,15 18,96+0,25 34,37+0,04
2 | Myrcene - 5,43+0,78 -
3 | Sabinene 5,33+0,07 0,99+0,04 -
4 | B—pinene 15,15+0,11 17,46+0,42 20,10+0,15
5 | Limonene 13,63+0,11 9,25+0,11 5,93£0,02
6 | sabinene 3,82+0,05 0,99+0,04 1,36+0,02
7 | 6-carene - 3,6+0,03 -
8 | Terpinolene 1,29+0,01 - 0,54+0,01
9 | Eucalyptol 0,72+0,01 - -
10 | p-Cymene 1,03+0,01 0,25+0,02 0,34+0,01
11 | o —Cubebene 0,53+0,66 - 0,57+0,01
12 | Valencene - - 1,95+0,02
13 | cis-B-terpineol 0,56+0,00 - -
14 | Linalol 1,38+0,01 - -
15 | o -Cubebene 4,02+0,00 - -
16 | Z-p —terpineol 1,04+0,67 - -
17 | a-Elemene 2,49+0,29 - -
18 | beta-Caryophyllene 13,79+0,01 10,76+0,02 6,46+0,01
19 | Naphthalene - - 1,2240,01
20 | alpha.-Caryophyllene - - 2,61+0,02
21 | Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol,1,7,7-trimethyl- - - 1,85+0,01
22 | Terpinolene 1,62+2,23 - -
23 | a-Terpineol 1,03+0,00 3,73+0,02 0,78+0,01
24 | (2)-piperitol 0,65+0,01 - -
25 | y-muurolen - 1,05+0,01 -
26 | Fenchol - 1,03+0,01 -
27 | Calamenene 0,82+0,00 - -
28 | Germacrene-D 15,30+0,28 16,63+0,03 18,20+0,02
29 | Isobornyl acetate - 0,99+0,01 -
30 | d-cadinene - 1,51+0,03 -
31 | a—humulene - 2,48+0,01 -
32 | d-piperiton 0,54+0,01 - -
33 | Endo-borneol - 0,72+0,01 -
34 | 2H-2,4a-Methanonaphthalene 0,78+0,03 - -
35 | Fonenol - 0,54+0,05 -
36 | a-cedrene 3,56+0,03 - -
37 | Cedrol 0,84+0,08 - 0,16+0,01
38 | a—Cadinol 1,25+0,07 0,55+0,04 -
39 | Epi-a —muurolol - 2,20+0,18 -
40 | Coumarin 0,64+0,19 - -
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Cizelge 3. C. libani ile P. nigra subsp. pallasiana nin
flavonoid miktarlari

Table 3. The flavonoid amounts of C. libani with P. nigra
subsp. pallasiana

. C. libani P. nigra subsp.

Flavonoidler pallasiana

i ng g ngg
Rutin 154,33+1,15 39,66+1,27
Myrcetin * *
Morin * *
Quersetin 2,00+0,56 9,66+0,78
Kampherol 5,00+0,45 4,00+0,44
Catechine * *
Naringin * 9,33+0,65
Naringenin * *
Resveratrol 20,00-+0,95 2,33+0,26
*: Tespit edilemedi

Shi ve ark. (2006), Cedrus deodora’nin igne

yapraklarindaki flavonoid igerigini myrcetin, quercetin,
kaempferol ve isorhamnetin olarak ve sirasiyla 1,89, 2,01,
2,94 ve 1,2 pg gmiktarlarda bulundugunu bildirmislerdir.
Naeem ve ark. (2010), ise Pinus roxburghii ve Pinus
wallichiana kabuk ve yaprak ekstraktlarinda quercetin,
kampherol, rhamnetin, isorhamnetin ve myrcetin olmak tizere
bes flavonol tanimlamuslardir. P. wallichiana A.B.Jacks. ve P.
roxburghii Sarg. kabuk ve igne yapraklarinda en bol bulunan
flavonoidin quercetin  oldugunu belirtmigler fakat bu
caligmada her iki bitkide de en bol bulunan flavonoid rutin
olmustur. P. wallichiana ve P. roxburghii ignelerinde
myrcetin, kampherol ve rhamnetin  flavonoidlerini
bulamamuslar, bu ¢alismada ise myrcetin, morin, catechine ve
naringenin flavonoidlerine her iki bitkide de rastlanmamustir.
Ayrica tibbi ¢aligmalarla kanser, antidiabetik ¢alismalar, cilt,
norolojik ve kardiyolojik rahatsizliklar {izerinde yararl
etkileri tespit edilen basta quersetin ve kampherol olmak
iizere, resveratrol, naringin ve antikanser, antidiabetik ve
antimikrobiyal 6zellikleriyle ne ¢ikan rutin flavonoidlerine
sahip oldugu bu ¢aligmayla ilk kez gdsterilmistir (Iacaponi ve
ark., 2008; Jadhav ve Puchchakayala, 2012; Berman ve ark.,
2017; Ganeshpurkar ve Saluja, 2017).

Antimikrobiyal Aktiviteye Ait Bulgular

Bugiin, bir¢ok arastirmaci yeni antimikrobiyal
kaynaklart tanimlamak i¢in bitkiler, hayvanlar ve
mantarlar gibi dogal kaynaklara odaklanmistir.
Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ve ekstraktlar,

Ozellikle farkli patojenik organizma gruplari iizerinde
antimikrobiyal etkilere sahip c¢ok ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahiptir (Pehlivan ve Sevindik, 2018). Farkl1
dénemlerde toplanan P. nigra subsp. pallasiana ve C.
libani yaprak ve kozalaklarinin ugucu yaglarinin farkl
mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal aktiviteleri
Cizelge 4 ve 5’de gosterilmistir. Ug farkli donemde
toplanan C. libani o6rneklerinin ugucu yaglart Nisan
donemi diger donemlere nazaran en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi olusturmustur. Nisan déneminde
antimikrobiyal etki hem yapraklarda hem de
kozalaklarda gozlenirken, Haziran doneminde sadece
yapraklarda E. coli, K. penumonia ile C. albicans
organizmalarina kars1 bir etkinlik tespit edilmistir. Eyliil
déneminde ise antimikrobiyal etkinlik sadece P.
aeruginosa’ya karsi gozlenmistir. Bu sonug bize
bitkilerdeki antimikrobiyal etkinlik gdsteren aktif
bilesenlerin zamanla degistigini gdstermektedir. Diger
taraftan, P. nigra subsp. pallasiana ugucu yaglar1 C.
libani’'ye gore tamamen farkli seyreden bir
antimikrobiyal etkinlik ortaya koymustur. P. nigra
yaprak ugucu yaglari, Nisan doneminde sadece B.
megaterium, K. pneumonia, E. coli ve C. albicans’a
kars1 antimkrobyial etkinlik gosterirken, Haziran
doneminde kozalaklarda da 4, yapraklarda ise 6
organizmaya karst aktivite ortaya c¢ikmistir. Eyliil
doneminde ise hem yapraklarda hem de kozalaklarda
mikroorganizma ¢esitliligi acisindan daha genis bir
spektrumda antimikrobiyal aktivite gdzlenmistir.
Fitokimyasallar genellikle kiiciik organik molekiiller
olarak  bilinirler ~ve hidrofobik olup tabiath
antimikrobiyal o&zelliklere sahiptirler. Bu o&zellikleri
daha ¢ok sitoplazmik zar koagiilasyonu, itici proton gii¢
bozunumu, elektron akisi bozunumu ve aktif tasima
dengesizlikleri ile fosfolipaz ve esteraz enzimlerinin
inhibisyonu  gibi  durumlar1  ortaya  ¢ikararak
antimikrobiyal etkinlik  gergeklestirebilmektedirler
(Sikkema, 1995; Carlson ve ark., 2002; Silva ve ark.,
2012). Alpha- pinen, P. nigra subsp. pallasiana ve C.
libani’den elde edilen ugucu yaglarin ana
bilesenlerinden birisidir ve muhtemel antimikrobiyal
aktiveden sorumludur. Bu bilesigin antimikrobial
etkinliklerinin olmadigini belirten (Koutsoudaki ve ark.,
2005; Zore ve ark., 2011) arastirmalar olmasina ragmen,
antimikrobiyal etkinliklerini ortaya koyan daha detayli
arastirmalar da mevcuttur (Aligiannis ve ark., 2001;
Leite ve ark., 2007, Silva ve ark., 2012).

Cizelge 4. C. libani yaprak ve kozalaklarinin farkli donemlerde elde edilen ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri
Table 4. Antimicrobial activities of essential oils of C. libani needle and cones obtained in different periods

Mikroorganizma Nisan Temmuz Eyliil
Yaprak Kozalak Yaprak Kozalak Yaprak Kozalak
B. subtilis ATCC 6633 12 13 - - - -
S. aureus ATCC 25923 12 12 - - - -
K. pneumonia* 13 12 12 - - -
E. coli ATCC 39628 12 13 12 - - -
P. aeruginosa ATCC 27853 12 13 - - 13 12
E. aerogenes ATCC 13048 12 13 - - - -
C. albicans* 18 16 12 - - -
S. cerevisia 12 13 - - - -
Y. lipolytica 18 15 - - - -

* Klinik Izolat
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Cizelge 5. P. nigra subsp. pallasiana yaprak ve kozalaklarinin farkli donemlerde elde edilen ugucu yaglarinin

antimikrobiyal aktiviteleri

Table 5. Antimicrobial activities of essential oils of P. nigra subsp. pallasiana needle and cones obtained in different

periods
Mikroorganizma Nisan Temmuz Eyliil
Yaprak Kozalak Yaprak Kozalak Yaprak Kozalak

B. subtilis ATCC 6633 - - - - 12 12

S. aureus ATCC 25923 - - 12 - 12 12

K. pneumonia* 16 - 12 12 14 13

E. coli ATCC 39628 16 - 12 - 12 12

P. aeruginosa ATCC 27853 - - 12 12 13 13

E. aerogenes ATCC 13048 - - 14 13 14 14

C. albicans* - - - - 12 13

S. cerevisia - - 12 12 - -

Y. lipolytica - - - - - -
* Klinik Izolat
Sonuc¢

Bu c¢alismada, C. libani ve P. nigra subsp. Arul S, Rajagopalan H, Ravi J, Dayalan H. 2020. Beta-

pallasiana’nin igne yaprak ve meyvelerine ait ugucu
yaglarin  bilesimi,  flavonoid ve  antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. P.
nigra subsp. pallasiana’nin alfa-pinen igeriginin Nisan
doneminde en az olmakla birlikte zamana bagli olarak
artarak Eyliil doneminde en c¢ok miktara ulagmaktadir.
Diger taraftan, C. libani’nin ugucu yag analizlerinde ise
alfa-pinen miktar1 P. nigra subsp. pallasina’dakinden tam
tersi bir sekilde en yiliksek Nisan ayinda goézlenirken bu
deger dereceli olarak Eylill ayma kadar neredeyse 3 kat
azalmigtir. C.libani ucucu yaglarim antimikrobiyal
aktiviteleri Nisan Doneminde en yiiksek, Eyliil doneminde
ise gozlenmemesi, P. nigra subsp. pallasina da Nisan
doneminde olmamasi ve giderek artan bir sekilde Eyliil
doneminde yaygin bir antimikrobiyal etki gdzlenmesi,
donemsel olarak degisen ugucu yag igerikleri ile
antimikrobiyal etkinlik arasindaki iliskiyi ortaya
koymaktadir. Antimikrobiyal aktivite sonu¢larina paralel
bir sekilde degisen yag icerigi ana bileseni ise alfa-pinen
dir. Bu calisma aerosollerle birleserek ikincil organik
aerosol iretimine katkida bulunan alfa ve beta pinen,
limonen, beta karyofileni bitkilerin major bilesenler olarak
icerdigini ve bu bilesenlerin antimikrobiyal aktiviteden
sorumlu ana bilesik oldugunu desteklemektedir. Etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi igin daha fazla arastirmaya
ihtiyag oldugu gibi, bu igerigin degerlendirilmesinde
mevsimsel degisimin etkisi géz ard1 edilmemelidir. Ayrica
tibbi c¢alismalarla kanser, antidiabetik c¢alismalar, cilt,
ndrolojik ve kardiyolojik rahatsizliklar iizerinde yararli
etkileri tespit edilen bagta kuersetin ve kamferol olmak
iizere, resveratrol, naringin ve antimikrobiyal 6zellikleriyle
one cikan rutin flavonoidlerine sahip oldugu bu ¢alismayla
ilk kez gdsterilmistir.
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