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Salvadora Persica (misvak) bitkisinden elde edilen u¢ucu yagin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi

Elif Apaydin™!
Oz

Bu calismanin amaci; Salvadora persica (misvak) bitkisinden elde edilen ugucu yagin antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerini arastirmaktir. Bu bitkinin ¢alisilma sebebi; misvagin uzun zamandir tiim diinyada
dis saglig1 ve temizligi alaninda kullanilmasidir. Bu ¢aligma farkli spektroskopik yontemler ve GC-MS (gaz
kromatografisi kiitle spektrofotometresi) ile agiklanmaya calisilmistir. Bu amagla 250 gram toz misvak
numunesinin, hidrodistilasyon yontemi ile yag ekstraksiyonu yapilmistir. Kagak su molekiiliiniin olabilme
ihtimaline karsin susuz Na>SOs ile su uzaklastirilmis ve yag 4 °C buzdolabinda bekletilmistir. Ugucu yag
bilesenleri GC-MS ile tanimlanmistir. Ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri disk diflizyon yontemi ile
Parvathy ve arkadaslart metoduna gore yapilmistir. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal siipiirme ve
hidrojen peroksit siipiirme kapasitesi spetkrofotometrik yontemler ile yapilmistir ve farkli mineraller ile
agir metaller ICP-MS (indiiktif ¢iftlenmis plazma kiitle spektrofotometresi) ile analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Salvadora Persica, ugcucu bilesen, antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite, GC-
MS.

Investigation of antioxidant and antimicrobial activity of essential oil from Salvadora
Persica (miswak)

Abstract

The purpose of this study that investigation antioxidant and antimicrobial activity by various methods of
essential oil Salvadora persica (miswak) because the choice of this plant that have used for long time to
improve dental health and to get oral hygiene, throughout the World. It was tried to be explained as follows
GC-MS (gas chromatography mass spectrometry) and spectrophotometric individually and in combination.
For this purpose; the essential oils of miswak (250 g) were obtained by hydrodistillation at 100 °C with a
clevenger-type apparatus. The essential oils obtained were separated from water and dried over anhydrous
Na2S0s4, and stored at 4 °C. The components of the essential oil were identified by GC-MS analyses. The
antimicrobial assay of the essential oils was tested by the pour plate method according to the reports of
Parvathy et al. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radicals scavenging assay and superoxide anion
radical scavenging activity were measured spectrophotometric method. The difference mineral and heavy
metals would explain with ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer).
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1. GIRiS INTRODUCTION)

Salvadora Persica latince adiyla bilinen yanisira
misvak, sivak, arak c¢ubugu olarak da
isimlendirilen bu bitkinin arap¢adan gelen anlami,
dislere temizlik amaciyla siirtiillen cubuk olarak
gecer [ 1-2]. Bat1 Hindistan'da ¢ok genis bir cografi
dagilima sahip yabani biiyliyen agac; Pakistan,
Afganistan, Arap yarmmadasi, Urdiin, Misir
iizerinden batida Moritanya'ya ve Kuzey
Afrika'dan Giliney Afrika'ya kadar uzanmaktadir

[3].

Bu bitkinin dallari, asirlardir dogal dis fircasi
olarak kullanilir ve bunun agiz hijyeninde 6zellikle
dis plagim1 engellemede kullanimi Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan desteklenmektedir [4].
Dis plagi; dis kayiplarinin  ve periodontal
hastaliklarin baslica nedenidir [5]. Maalesef bu
durumlarin  biri ya da herbiri her yasta
goriilebilmektedir. Periodontol hastaliklar dis eti
ve disleri destekleyen diger dokular1 etkileyen
iltihabi hastaliklardir. Dis kayiplarinin % 70’ i
periodontal hastalik temellidir [4].

Sekil 1. Misvak (miswak)

Bir ¢alismaya gore misvak analizinde; salvadorin,
kloriir, floriir, silis, kiikiirt, hardal yagi, recine,
kalsiyum, fosfor, flavonidler ve sterol bilesenleri
mevcuttur [6-7]. Bu bilesenlerin agiz sagligi
tizerinde etkili 6zellikleri vardir [6,8,9].

Misvagin oral bakteriler lizerindeki antibakteriyel
etkileri lizerine yapilan son in vitro ¢aligmalar,
ham ekstraktin Bacteroides gingivalis'e ve diger
siyah pigmentli Bacteroides'e [11], ayrica
Streptococcus mutans'a, salivarilere ve mitis'e ve
Staphylococcus aureus'a karsi etkili oldugunu
gostermistir [10].

Tibbi kullanimlarina gbz Oniine alindiginda; arak
(misvak) agac1 diliretik, antigastrit olarak
kullanilmaktadir. Romatizma, Oksiirik ve astim,
diisiik kolesterol plazma seviyeleri, gastrik
mukozanin bilesenlerini yeniden olusturma ve
laksatif ~ olarak  dishekimliginde  solunum
hastaliklar1 ve dis temizliginde kullanim alanlar
siralanmaktadir [12,13].

Tiim bu bilgilerin 1518inda misvak ve misvak
tirtinleri kullaniminin dis saglig1 acisindan 6nemi
bilimsel olarak sunulmak istenmistir. Bunun
yanisira calismanin orijinalligi; direkt bitkinin
ucucu yaginda  biyoaktivitenin  incelenmis
olmasindan ileri gelmektedir.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIALS AND
METHOD)

Ekstraksiyon Hazirlama (Extraction)

Clevenger aparati kullanilarak 250 gram toz
misvak numunesinin, hidrodistilasyon yontemi ile
yag ekstraksiyonu yapilmistir. Kacak su
molekiiliiniin olabilme ihtimaline karsin susuz
NaxSOs4 ile su uzaklastirilmis olup ve yag 4 °C
buzdolabinda bekletilmistir.

2.1. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi
Tayini (Determination of DPPH Free
Radical Scavenging Activity)

DPPH  (1,1-difenil-2—pikrilhidrazil)  kararh
yapida bir azot radikalidir. Etanol i¢indeki mor
renkli DPPH c¢d6zeltisine antioksidanlarin ilave
edildikten sonra DPPH, antioksidan tarafindan
indirgenir ve solarak ¢ozeltinin rengi sariya dogru
kayar. Bunun sonucu olarak reaksiyonun ilerleyisi
spektrofotometre ile izlenir [14]. DPPH’in
renginin solmasi antioksidan konsantrasyonu ile
orantilidir.
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Sekil 2. DPPH Molekiiliiniin Antioksidan Madde ile
Reaksiyonu (Reaction of DPPH Molecule with Antioxidant

Substance)
2.2. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim
Aktivitesi Tayini (Determination of

Superoxide Anion Radical Scavenging
Activity)

Bitki yaginda hidrojen peroksit giderme yetenegi
Ruch ve ark. metotuna gore ¢alisilmistir [15]. Bu
yontemde, reaksiyon ortamina eklenen belirli
miktardaki hidrojen peroksit ¢ozeltisinin bitki
ekstrakti tarafindan yikilmast 230 nm’deki
absorbans degisimiyle izlenmistir. Standart reaktif
olarak BHT ve C vitamini kullanilmistir.

Bu yontem pH=8’e ayarlanmig tampon ortaminda
nikotinamitadenindiniikleotit (NADH) ile
fenazinmetasiilfat (PMS) arasindaki tepkime
sonucu agiga c¢ikan siiperoksit anyon radikalinin
(O27), nitroblutetrazolyum (NBT) boyasmin
rengini gidermesine dayanir. Siiperoksit, NBT ile
reaksiyona girdiginde 6dnce monoformazon sonra
diformazon olusur. NBT boyasi 560 nm dalga
boyunda maksimum absorbans vermezken
diformazon bu dalga boyunda yliksek absorbans
vermektedir.  Antioksidanlar  olusan  O2™1
giderereck NBT boyasinin 560 nm’deki
absorbansinda azalma saglarlar. Absorbanstaki
diisiisiin fazla olmasi antioksidanin O2™’1 ¢ok iyi
giderdigini gostermektedir [16].
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Sekil 3. NBT’den diformazon olusumu (Diformazon
formation from NBT

GC-MS Analizi (GC-MS Analysis)

Misvak yaginda ugucu bilesenlerin analizi Agilent
marka ve model olarak 7890A - (5975C inert
MSD) GC-MS cihaz1 kullanilarak yapilmistir. 1
dk/mL He gaz akisi, 1 pL enjeksiyon hacmi ve
Agilent HP-5MS (30 m x 0,250 mm, 0,25 pm film
kalinlig1) kapiler kolon ile 0-2 dk 50 °C, 2-10 dk
120 °C, 15-34. dk. 280 °C sicaklik programi
kullanilmistir [16]. Sonuglar Wiley ve NIST
kiitiiphanesi kullanilarak yorumlanmistir.

Antimikrobiyal Aktivite (Antimicrobial Activity)
Antibiyotige direncli patojenik mikroorganizma
etkilerindeki artis, pek c¢ok bitki sekonder
metabolitin antimikrobiyal aktivite konusunda
aragtirilmasi i¢in merak uyandirmistir. Bitkiler
sahip olduklar1 fitokimyasallardan dolay1 énemli
birer aragtirma kaynagi haline gelmislerdir.
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC
25923 Escherichia coli ATCC 35218 Giresun
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinden temin edilmistir.

Disk diflizyon yontemi ile misvak yagi, calisilan
bakteriler ilizerinde denendi. MHB igerisinde test
mikroorganizmalarinin gece kiiltiirleri hazirlandi.
Gece kiiltiirinden 108 CFU/mL bakteri iceren
(108 CFU/mL bakteri yogunlugu 0.5 McFarland
standard konsantrasyonuna gore spektrometrede
Olciildii) 300 pL siispansiyon MHA iizerine
yayildi. MHA iizerine 5 mm c¢apindaki steril
diskler birakildi. Petri iizerindeki disklere sirayla
20’ser pL bakteri soliisyonlar1 ekildi. Steril su
(negatif kontrol) ve standart antibiyotik diskleri
(pozitif kontrol) ilave edildi. Petriler 2 saat
buzdolabinda bekletildikten sonra 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak
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Ol¢iildii. Tim testler iki tekrarl olarak yiiriitiildii
[17].

3. BULGULAR (RESULTYS)

DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Tayin
Sonucu (Determination of DPPH Free
Radical Scavenging Activity )

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi 1000 pg/mL

konsantrasyon degerinde tayin edildi. Standart olarak

kullanilan  BHT ve troloksa goére  aktivite
karsilastirmalari yapildi.

Standart olarak kullanilan; troloks % 87,69 (£0,19)

BHT 9% 74,44 (£0,15)

seklinde DPPH serbest radikali siiplirme yiizdesi

hesaplanmustir.

DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi misvak

yagi i¢in; % 9,167 + 0,013 degerindedir.

Analizler 3’ er tekrarh olarak gergeklestirilmistir.

3.1. H,0; Giderme Aktivitesi Tayin Sonuclari
(Determination Results of H2O, Removal
Activity)

Bitki yaginin H20: giderim aktivitesi Ruch vd. nin
(1989) metoduna gore yapildi [15]. Reaksiyon
ortamindaki H202 % 100 uzaklastirilamamasina
ragmen, standart ve numune analizleri sonucu
asagidaki gibidir.

Standart olarak BHT ve C vitamini kullanildi ve
misvak yagi, bu iki standart madde ile
karsilastirildi.

BHT % inhibisyon sonucu=62,80 + 0,10

C vitamini % inhibisyon sonucu=49,93 +0,20
Misvak yag1 % inhibisyon =24,12 + 0,10
seklindedir.

Analizler 3’ er tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2. Misvak yagimin GC-MS ile ucucu bilesen
analizi (Volatile component analysis of
miswak oil by GC-MS)

Ucgucu yagin GC-MS analizi sonucunda Wiley
kiitiiphanesine gore belirlenen bilesenler soyledir;
» % 87 benzerlikle benzeneethanamine,

» % 96 benzerlikle 1,4-methanol azulene ve
» % 87 benzerlikle tetracosane
Yiizde olarak en ¢ok agiga ¢ikan bilesenler olarak
stralanmustir.

Tablo.1” de gosterildigi {izere; bilesenlerin
alikonma zamanmi ve yiizde bulunurlugu
verilmigtir.

Tablo 1. Ugucu bilesenlerin GC-MS sonucu (GC-MS result
of volatile components)

benzeneethanamine 87 9,830

1,4-methanol 96 12,407
azulene

tetracosane 87 28,263

Sekil 4. Misvak yaginin GC-MS analiz kromatogrami (GC-
MS analysis chromatogram of miswak oil)

Antimikrobiyal  Aktivite  Tayin  Sonuclari
(Antimicrobial  Activity Determination
Results)

Antimikrobiyal aktivite tayininde kontrol grubu
olarak gentamicin antibiyotigi kullanilmistir.
Tablo 2°de de goriildiigii gibi misvak yagi S.
Aureous ve E. Coli bakterilerine karsin sirastyla; 4
ve 18 mm ¢aplarinda zon olusturarak
antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Tablo 2. Salvadora persica yaginin disk diflizyon testi
sonucu (Disk diffusion test result of salvadora persica oil)
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Staphylococcus 4 15
aureus
Escherichiae coli 18 19

*Inhibisyon zonlari mm’dir. Petri kaplari 6 mm’dir. GM
(gentamicin)

Ekstraktlarin  olusturduklar1 zon c¢aplarnt 14
mm’den kiigiikk ise mikroorganizma direnclidir,
zon ¢ap1 14-17 mm arasinda ise az duyarh ve 17
mm’den biiylik ise duyarli olarak kabul edilmistir
[20]. Bu ifadeye gore; misvak yagi, E.Coli
bakterisi lizerinde kullanilan antibiyotik kadar
duyarhdir ve aktivite gostermistir. Yag; her iki
bakteri iizerinde de pozitif kontrol grubu olarak
kullanilan antibiyotige kiyasla daha biiylik zon
olusturmamistir. Bu durum, kontrol olarak

kullanilan  antibiyotikten daha fazla aktif
antimikrobiyal ozellik gdstermedigini ifade
etmektedir.

3.3. ICP-MS ile Agir metal analizi (Heavy metal
analysis with ICP-MS)

Misvak yagmin ICP-MS analiz sonuglar1 ve
mikrodalga yakma islemi ile sivilagtirilmis toz
halindeki misvak numunesinin ICP-MS analiz
sonuclart Tablo 3° de verildigi gibidir ve toz
haldeki misvak numunesinin ICP-MS ile agir
metal analiz sonucunun, yag numunesine gore
daha fazla oldugu goriilmektedir.

Tablo 3. ICP-MS ile Agir metal analiz sonuglar1 (Results of
heavy metal analysis with [CP-MS)

262,86+ 0,009

Co 212,46+ 0,008

Ni 2375,76% 0,007 3396,16+ 0,014

Cu 4581,78+ 0,012 5595,38+ 0,010
Zn 5712,41% 0,011 7012,11% 0,009
Ag  15,43% 0,010 17,33+ 0,012

Pb 856,77+ 0,014 931,97+ 0,011

4. TARTISMA (DISCUSSIONS)

Baslangig olarak ugucu yagin ekstraksiyonu islemi
calismanin en Onemli basamagimi  teskil
etmektedir. Defaatle yenilenen ekstraksiyon

sonuclari; en iyi sonuglart saglamistir. Tiim bu
analitik Olglimler sonucunda misvak yaginin
DPPH aktif oldugu ve hidrojen peroksit siipiirme
kapasitesine sahip oldugu; dolayis1 ile antioksidan
aktivitesi gosterdigi sonucuna varilmistir. Ugucu
yagin literatlirde yer alan misvak bitkisinin alkol
ve sulu ekstraktina oranla ¢alismamizda kullanilan
bakterilere karsin daha fazla antimikrobiyal
aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir [19]. Bu
sonu¢ da yine calismanin 6znelligi ve Onemini
teskil etmektedir. GC-MS analizi ile kalitatif bir
ayrim yapilmis ve agiz hijyeninde etkili olan,
literatiirle ~ paralel maddelerin ~ varligia
rastlanmistir. Bu maddelere 6rnek olarak
literatiirde yer alan ve misvak yaginda da
karsilagilan;  1,4-methanol azulene, thymol
verilebilir [18]. ICP-MS ile ugucu yagin agir metal
tayin sonug¢lariin kuru misvak sonuglari ile farki
sergilenmistir. Agir metal sonuclar1 arasinda ¢ok
bliyiik fark olmamasina ragmen; toksik etkisi
bilinen ¢inkonun, toz kuru misvak bitkisinde 2
ppm degerinde fazla oldugu sonucuna varilmstir.
Bu bilimsel c¢alismada; misvak bitkisinin yag
olarak baz1 antioksidan aktivite testleri kuru
haldeki numunenin antioksidan aktivite testlerine
gore daha fazla sayisal sonug¢ gostermistir. Bu
sonug; bu bitkinin, toz ve kat1 halde kullaniminin
yani sira yag olarak da kullanimimin 6nemini
sergilemektedir.
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