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Bu calismada, Ege bdlgesinden toplanan turuncggil meyvelerinin (mandalina, limon, greyfurt, portakal) kabuk ve
yapraklarindan (taze ve kurutulmus) elde edilen etanol ekstraktlarinin, gida kaynakli tig Gram pozitif (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) ve dort Gram negatif (Salmonella Typhi, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeroginosa) patojen bakteri turl Uzerindeki antimikrobiyal etkilerinin varligi ile minimum inhibitér
konsantrayon (MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) degerleri disk difizyon metodu ile arastiriimistir.
Dort farkli turunggil tlrinin taze ve kuru kabuklarindan elde edilen etanol ekstraktlar igerisinde en yuksek
antimikrobiyal etkileri sirasiyla; 21.51 mm zon gap! ile Listeria monocytogenes ve 34.65 mm zon c¢api ile
Staphylococcus aureus Uzerinde mandalina kabugu etanol ekstraklari géstermistir (p<0.05). Turung¢gil kabuklarindan
elde edilen etanol ekstraktlarinin en disik MIC ve MBC degerleri sirasiyla 11.72 ug/mL ve 3.90 pg/mL ile Listeria
monocytogenes Uzerinde kurutulmus mandalina ve limon kabuklari etanol ekstraktinda oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Turunggil yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin en disik MIC ve MBC degerleri ise sirasiyla 5.86 ug/mL
ile Bacillus cereus uzerinde kurutulmus limon ve 3.90 pg/mL ile Listeria monocytogenes Uzerinde kurutulmus
mandalina kabuklari etanol ekstraktinda oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Disk difizyon, MIC, MBC, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes

Antimicrobial Activity of Citrus Peel and Leaf Extracts against Foodborne Pathogenic Bacteria
ABSTRACT

In this study, the presence of antimicrobial effects of ethanol extracts obtained from the peel and leaves (fresh and
dried) of citrus fruits (mandarin, lemon, grapefruit, orange) collected from the Aegean region of Turkey on three Gram
positive (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) and four Gram negative (Salmonella
Typhi, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeroginosa) foodborne pathogenic bacteria species and minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values were investigated by disk
diffusion method. Among the ethanol extracts obtained from fresh and dried peels of four different citrus species, the
highest antimicrobial effects were obtained for mandarin peel ethanol extracts on Listeria monocytogenes with a zone
diameter of 21.51 mm and Staphylococcus aureus with a zone diameter of 34.65 mm (p<0.05). The lowest MIC and
MBC values of ethanol extracts of citrus peels were obtained for dried tangerine and lemon peels on Listeria
monocytogenes with 11.72 pug/mL and 3.90 pug/mL (p<0.05), respectively. The lowest MIC and MBC values of ethanol
extracts of citrus leaves were determined for dried lemon peels on Bacillus cereus with 5.86 pg/mL and dried
tangerine peels on Listeria monocytogenes with 3.90 ug/mL (p<0.05), respectively.
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GiRiS

Turunggiller veya Turunggil Rutaceae familyasinin
Aurantoideae alt familyasina dahil olup birgok tir
icermektedirler. Ancak bunlardan en Onemlileri Citrus
paradisi (altintop), Citrus limon (limon), Citrus sinensis
(tath portakal), Citrus reticula (mandarin), Citrus
aurantium (aci portakal), Citrus maxima ya da Citrus
grandis (Pomelo)dir [1]. insan sagligina énemli yararlari
bulunan turuncggillerin Anavatani Cin, Hindistan ve
Gliney Dogu Asya oldugu belirtiimektedir [2]. Diinyada
Uretimi en fazla olan meyve grubu 140 milyon ton ile
turunggillerdir [3]. Dlnya turuncggil Gretim alaninin en
kuzey sinirinda yer alan Turkiye de turuncgil yetistiriciligi
en fazla Ege, Akdeniz ve kismen de Dogu Karadeniz
bolgelerinde  yapilmaktadir ~ Tarkiye'de  turuncgil
yetigtiriciliginde Uretim miktari olarak en ¢ok payi, toplam

uretim miktarinin  %70'ine sahip olan Cukurova
almaktadir. Turuncgillerin  duyusal kokusu; kabuk
kimyasindaki ugucu yaglardan, karakteristik rengi;

flavonid ve karotenoidlerden, tadi ise; organik asit-seker
(cogunlukla sitrik asit) orani ile az miktarda bulunan
aromatik bilesenlerden kaynaklanmaktadir [4].

Turuncggillerin  dis  kisminda 2 katmandan olugsan
(flavedo ve albedo) kabuk kismi yer almaktadir. En dista
bulunan, saridan portakal kirmizisina kadar degisen
ince tabaka flavedo, flavedonun altinda bulunan; kece
benzeri yapida, beyaz renkli, daha iri hucrelerden
olusan ise albedo tabakasidir. Flavedo kisminda
karotenoid pigmentleri ve yagd hicreleri yer almakta,
albedoda ise su ve besin maddeleri tagiyan damarlar
yer almaktadir [5]. Yapilan calismalarda kabuklarin
bilesimindeki vitamin, toplam fenolik madde ve mineral
madde igeriginin meyve ve meyve suyundan daha
yuksek oldugu tespit edilmistir [6]. GUnimizde turuncgil
turleri ve cesitlerinin kilturd yapilanlarinin buydk bir
¢ogunlugu diploid kromozom vyapisinda olup 2n=18
kromozom igermektedirler [7]. Bilesiminde bulunan folik
ve askorbik asit, lif, potasyum, magnezyum, pektin,
vitaminler (tiamin, niasin, B6 vitamini) flavonoidler ve
karotenoidler ile insan saglig! tzerine olumlu etkileriyle
one cikan turunggillerin bilesenlerinin miktari; turunggilin
olgunluk ve c¢esidi, saklama kosullar, isleme
yontemlerine gore degismektedir [8].

Turunggillerin meyvelerinden gida olarak faydalanmakla
birlikte kabuk, c¢icek veya yapraklarindan parfimeri
sanayisinde kullanilan ugucu yag elde edilebilmektedir.
Elde edilen yaglar ayni zamanda; gida, eczacilik, kimya
ve kozmetik gibi birgok alanda da kullaniimaktadir. Gida
alaninda gazli igeceklerin hazirlanmasinda sitrus
meyvesinin  kabuk yagindan faydalaniimaktadir [5].
Turunggillerin yenilen kisminin haricinde, c¢ekirdek ve
kabuklardan olusan atik kisimlarindan halk arasinda
bazi hastaliklarin tedavisinde de (diyabet, hipertansiyon
gibi) kullanilmaktadir [6].

Bu calismada, dort farkh taze ve kurutulmus turuncgil
meyvesinden elde edilen kabuk ve yapraklarin etanol
ekstraktlarinin, bazi énemli gida kaynakli patojen bakteri
Uzerindeki antibakteriyel etkilerinin varliginin
arastinlmasi amaclanmistir.
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Bu c¢alismada kullanilan turunggil meyveleri ve
yapraklari (mandalina (Citrus reticulata), limon (Citrus
lemon), greyfurt, (Citrus paradisi) portakal (Citrus
cinensis)); Ege bdlgesi Aydin ili Soke ilgesinde (37° 42
11"N 27° 21' 56"E ile 37° 42' 21"N 27° 22' 06" E arasi,
denizden yukseklik 40 m) bulunan meyve bahcelerinden
Ekim- Ocak 2020 aylari arasinda hasat edilmigtir.
Orneklerin gerekli alt tiir ve varyete diizeyinde teshisi
Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji BOIumU 6gretim Gyeleri tarafindan yapilmistir.

Orneklerin Analiz igin Hazirlanmasi

Taze olarak kullanilacak kabuk ve yapraklar, hasat
islemlerini takip eden iki gun igerisinde ayriimig, kuru
olarak kullanilacak olanlar ise; ayrildiktan sonra gdlgede
oda sicaklhiginda 15 gtin sure ile kurutulmustur.

Ekstraksiyon islemi

Taze olarak analiz edilecek Ornekler el ve keskin bir
bigak yardimi ile olabildigince kiiglk pargalara ayriimis,
kurutulan o6rnekler ise, laboratuvar tipi degirmende
(D300, Sundem, Turkiye) toz haline gelinceye kadar
ogatulmastar. Ardindan her érnekten 300’er g hassas
terazide (Radwag PS 510 R, Polonya) tartilarak
Uzerleine 1:3 (w/v) oraninda %85’ lik etanolden (Merck,
100983, Almanya) 400 mL ilave edilmistir. Hazirlanan
ornekler shaker (Wiseshake SHO-2D, Witeg, Kore) 120
dev/dk 24 saat calkalanmistir. Ekstraktlar sterlize
edilmis filtre kagidindan (Watman No:32) stzlldikten
sonra, sUzlntideki ¢6zlici rotary evaporatérde
(Heidolph, Almanya) 100 rpm hizda, 40- 50°C
uzaklastinimistir. Elde edilen ekstraktlar ayri ayr steril
cam sigelere alinarak aliminyum folyo ile kaplanmisg,
analizleri tamamlanincaya kadar serin ve karanlik bir
ortama muhafaza edilmiglerdir [9].

Arastirmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Arastirmada; Esherichia coli (ATCC 25922), Listeria
monocytogenes (ATCC 51774), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Pseudomonas aeroginosa (ATCC 10145) Salmonella
Typhi (ATCC 14028) ve Bacillus cereus (ATTC 14579)
Tarlerine ait bakteriler kullanilmistir.

inokulumlarin Hazirlanmasi

Kanli agarda (Merck, 110886, Almanya) 4-7°C'de
muhafaza edilen bakteri suslarindan steril 06ze
yardimiyla alinarak, her bakteri kultiri icin 6zel segici
besiyerine gecilmis ve uygun kosullarda, 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen
ayri ayri dismus kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla ile
alinan koloniler, igerisinde 9 mL steril ringer (Merck,
115525, Almanya) sollsyonu bulunan tipler icerisinde
suspanse edilmis ve homojen bir bulaniklik
olusturulmustur. Ele edilen inokulum sispansiyonunun
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yogunlugu densitometre (Biosan, 1B, Turkiye) ile 0.5
McFarland standardina gére ayarlanmistir. Yogunlugu
ayarlanan inokulumlardan 0.1 mL (10°%-107 kob/mL) steril
bir pipet (Eppendorf, Research plus, Almanya)
yardimiyla alinarak yeni hazirlanmis 22°C’de, katkisiz
Muller Hinton Agar (Merck 1,05437, Almanya) (MHA)
yluzeyine homojen bir sekilde inokule edilmistir.
Inokilim steril drigalski spatulleri (Orlab, Turkiye)
aracihgi ile homojen emilim saglanana kadar petri
yuzeyine yayllmistir [10, 11].

Ekstrakt iceren Disklerin Hazirlanmasi

Elde edilen turunggil ekstraktlarlardan 10’ar pL steril
uclu otomatik pipet (Research Plus, Eppendorf,
Almanya) yardimi ile petri kutulari (Steril, 90 x 15,
Firatmed, Turkiye) icerisine alinarak ve uzerine bos
antibiyotik diskleri (Bio-Disk 316010001) yerlestirilmistir.
Disklerin ekstraklari emmesi i¢in petri kutulari kapaklari
kapali sekilde 1 saat boyunca buzdolabinda (4°C’de)
bekletiimis, ardindan diskler 25°C’de inkubatérde
(Incucell, MMM, Almanya)10-12 saat siure ile
kurutulmustur [12].

Disk Difiizyon Metodu
Aktivitenin Belirlenmesi

ile  Antimikrobiyal

Mueller Hinton Agar (Merck 1,05437) besiyeri ylzeyine
yayllan inokulasyonlarin emilmesi i¢cin 10 dk
beklendikten sonra, turuncgil ekstraklari emdirilmis ve
kurutulmug antibiyogram diskler (Bio-Disk 316010001,
Tuarkiye) besiyerinin ylzeyine olusacak zonlarin bir
birisine degmeyecegdi uzaklikta olacak sekilde penset
aracihgiyla (3'lG ve 4'll) vyerlestiriimis ve disklerin
sabitlenmesi igin 15 dakika petri kutularinin hareketsiz
kalmasi saglanmistir [13]. Daha sonra petri kutulari
icerisine inokue edilen bakteri tiriine uygun kosullarda
Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter
aerogenes ve Salmonella Typhi aerobik kosullarda,
35£1°C’'de 16-20 saat, Pseudomonas aeroginosa ve
Bacillus cereus; aerobik kosullarda, 30+1°C’de 16-20
saat ve Listeria monocytogenes ise; %5 CO: igeren
ortamda, 35+1°C’de 16-20 saat ettivde (Incucell, MMM,
Almanya) inklibasyona birakiimis [14]. Sire sonunda
olusan zonlar, yeterli giin 15131 altinda digital bir kumpas
(Mitutoyo, 500-181-30, Japonya) yardimiyla olgiimustur
[11].

Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)
Degerinin Belirlenmesi
Birden fazla  konsantrasyonlarda test edilen

antimikrobiyal bilesen veya maddelerin mikrobiyal
gelisiminin gozle goérulur bicimde engellendidi, inhibe
oldugu en dislUk antimikrobiyal konsantrasyon Minimum
inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) olarak tanimlanmistir
[15]. Calismada kullanilan bakteri suslari, Mueller-
Hinton broth (Merck 110293) lzerinde inokile edilerek
uygun gelisim sire ve sicakliklarinda inkibasyona
birakilmistir. Bakteriyel suslarin inokulasyonu 24 saatlik
geng kultur kiltirlerden hazirlanmis ve slispansiyonlar
0.5 McFarland turbidite standardina ayarlanmgtir.
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Her biri 2 mL steril Nutrient broth (Merck 1.05443,
Almanya) iceren alti tipten ilkine, 2 mL turunggil
ekstrakti bir steril uglu otomatik pipet (Research Plus,
Eppendorf) kullanilarak ilave edilmigtir. ik tiipteki
turuncggil extrakti ve Nutrient broth karisimindan 2 mL
alinarak, bir sonraki tip icerinde bulunan igerik (2 mL
steril Nutrient broth) ile karistirilmistir. isleme bu sekilde
son tupe kadar devam edilmis, bu sekilde icerisinde ayni
miktarlarda, ancak bir  6nceki tipdn yari
konsantrasyonunda broth ve ekstrak karisimlari elde
edilmigtir. Ayrica, sadece 2 mL Nutrient broth ve
yalnizca 2 mL turuncgil ekstraklari iceren pozitif ve
negatif kontrol tlpleri de olusturulmustur. Ardindan
Tryptic Soy broth (Merck, 105459, Almanya) igerisinde
bulunan geng bakteri suslarindan steril bir otomatik pipet
yardimiyla 1’er yL alinmis ve negatif kontrol tiipu hari¢
tim tapler icerisine inokule edilmis ve tiplerin uygun
sicaklik, zaman ve kosullarda inkiibasyona birakilmigtir.
Sire sonunda bulaniklik, membranli ve ylzeyinde
¢Okelti bulunan tipler bakteri Gremesi pozitif olarak
tanimlanmistir. MIC degeri, pozitif blylime tespit edilen
tip ile bir ©ncesindeki tlpun konsantrasyonlarinin
toplaminin  yarisi alinarak hesaplanmigtir.  Ayrica
inkiibasyon silresinin sonunda negatif kontrol tipinde
bakteri Gremesi olmadidi, ancak pozitif kontrol tiipiinde
bakteri Uremesi oldugu da tespit edilmistir [11, 16, 17].

Minimum Bakterisidal
Degerinin Belirlenmesi

Konsantrasyon (MBC)

Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBC), MIC
degeri belirlendikten sonra, MIC testinin devami olarak
yapilan bir analizdir [18]. MIC degerinin belirlenmesi
analizinde, gelismenin  gbzlemlendigi ilk tlpten
baslayarak, sonraki tim tlplerden steril bir 06ze
yardimiyla ornekler alinmis ve Muller Hinton Agar
besiyerinin ylzeyine ¢izme seklinde inokule edilmistir.
Ardindan besiyeri her bir bakteri uygun sicaklikta,
zamanda ve Kkosullarda inkibasyona birakiimigtir.
inkiibasyonun ardindan, MBC degeri, petri kutularinda
higbir gelismenin tespit edilmedigi konsantrasyon olarak
belirlenmistir [11, 19, 20].

istatistiksel Analizler

Arastirmada tum analizler U¢ paralel olacak kez
yapiimigtir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi
SPSS V 23.0.0.0 programi ile tek yonli ANOVA testi
kullanilarak yapilmistir. Onemli bir farka sahip ortalama
degerler (p<0.05) Duncan’in c¢oklu aralik testleri ile
karsilastirnimistir [21].

BULGULAR ve TARTISMA

Antibakteriyel etki, MIC ve MBC degerleri Uzerinde,
kurutma islemi, turunggil cesidi (kabuk ve yaprak ayri
ayri olacak sekilde), bakteri tirl, kurutma islemi x
turuncgil ¢esidi, kurutma islemi x bakteri tird, turunggil
cesidi x bakteri tirli ve kurutma islemi x turunggil gesidi
x bakteri tiru etkilesimlerinin tamaminin ¢ok fazla etkili
oldugu belirlenmigtir.

Arastirmada kullanilan yedi farkli gida kaynakli patojen
bakteri Uzerinde, dort farkli taze ve kurutulmus turuncgil



G. Akarca, F. Baytal Akademik Gida 19(4) (2021) 424-432

kabugu etanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi Tablo
1'de gosterilmistir.

Calismada kullanilan turuncggil kabuklar igerisinde en

Ayrica antibakteriyel etki arastirmada kullanilan
bakteriler arasinda Gram pozitif olanlarda, Gram negatif
olanlara kiyasla daha yuksek olarak tespit edilmistir.
Turuncgil kabuklarina uygulanan kurutma islemi de

yuksek anti bakteriyel etkiyi mandalina kabuklarindan patojen bakteriler Uzerindeki antibakteriyel etkinin
elde edilen etanol ekstraktlari gostermistir (p<0.05). artmasina neden olmustur.
Tablo 1. Turunggil kabuklarinin antimikrobiyal aktivitesi
Table 1. Antimicrobial activity of citrus peels
Bakteri Mandalina Portakal
Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Kuru Kabuk
Escherichia coli 10.75£1.41° 7.01£0.17¢ 16.62+0.51° 13.434+0.33¢
Staphylococcus aureus 8.10+0.68° 34.6515.662 18.44+0.292 32.17+0.472
Salmonella Typhi 8.015+1.18° 9.015+1.87¢ 12.61£0.78%  14.01+0.30¢
Enterobacter aerogenes 9.32+1.07° 8.01+0.59¢ 12.11+0.33¢ 12.53+0.17f
Listeria monocytogenes 21.51+2.022 27.7243.39° 13.53+0.45°¢ 20.01+0.21¢
Bacillus cereus 8.19+1.36° 10.77+1.24¢ 13.01+£0.28%  17.17+0.20¢
Pseudomonas aeroginosa 10.05+1.44>  20.785+2.48°  12.45+0.44%  22.28+0.24°
Bakteri Greyfurt Limon
Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Kuru Kabuk
Escherichia coli 9.88+0.23°¢ 12.38+0.34¢ 14.77+0.48>  27.09+0.512
Staphylococcus aureus 9.22+0.15¢ 12.62+0.24¢ 17.64+0.422 19.18+0.66°
Salmonella Typhi 10.29+0.20%° 12.33+0.17¢ 12.31+0.22°¢ 16.67+0.35¢
Enterobacter aerogenes 14.26+0.282 26.29+0.782 10.03+0.26¢ 18.63+0.40°
Listeria monocytogenes 14.31£0.252 26.73+0.542 14.51+0.24° 16.22+0.15¢
Bacillus cereus 10.52+0.28° 14.44+0.45° 13.47£0.51°  20.56%0.44°
Pseudomonas aeroginosa 8.38+0.33° 17.08+0.18° 11.53+0.11¢  20.71+0.28°
Dort farkli turunggil turinun taze kabuklarindan elde etmiglerdir. Bu bulgular, arastirma sonuglarimiza

edilen etanol ekstraktlari icerisinde en ylksek
antibakteriyel etkiyi Listeria monocytogenes Uzerinde
21.51 mm zon ¢ap! ile mandalina kabugu etanol
ekstrakti gostermistir. Bu etkiyi sirasiyla Staphylococcus
aureus Uzerinde 18.44 mm zon ¢api ile portakal ve yine
Staphylococcus aureus lzerinde 17.64 mm zon ¢api ile
limon kabugu etanol ekstraktlari gdstermistir (p<0.05).
Benzer sekilde kurutulmus turunggil kabuklarinda ise en
yuksek antibakteriyel etki; 34.65 mm zon c¢api ile
Staphylococcus aureus Uzerinde mandalina kabugu
etanol ekstrakti tarafindan olusturulmustur. Bu etkiyi
siraslyla Staphylococcus aureus Uzerinde 32.17 mm
zon g¢ap! ile portakal ve Listeria monocytogenes
Uzerinde 27.72 mm zon ¢apl ile yine mandalina kabugu
etanol ekstraktlar takip etmiglerdir (p<0.05).

Yapilan aragtirmalar mandalina, portakal, greyfurt ve
limon kabuklari igerisinde en fazla bulunan bilesenin
limonen (> %90) oldugunu ortaya koymustur [22-26]
Limonen gida kaynakli patojen bakteriler (zerinde
yuksek antibakteriyel etkiye sahiptir [27]. Calismamizda
kullandigimiz turuncgil kabuklarinin baslica
antibakteriyel etkisi limonenden kaynaklanmaktadir.

Yashaswini ve Arvind [28] arastirmalarinda portakal
kabuk etanol ekstraktinin patojen bakteriler UGzerinde
yuksek antimikrobiyal etki gdsterdigini ifade etmis, en
yuksek etkinin 19.12 mm zon c¢ap! ile Staphylococcus
aureus Uzerinde oldugunu bildirmislerdir. Ayni sekilde
Dorman ve ark. [29] ve Mandalari ve ark. [30] tarafindan
yapilan arastirmalarda turuncgil kabuklarinda
antibakteriyel aktivite tespit edilmistir. Espina ve ark. [25]
ise mandalina kabugunun limon kabugundan daha fazla
antimikrobiyal  aktiviteye sahip  oldugunu ifade

benzerlik gostermektedir.

Bakterilerin hiicre duvarinin yapisi flavonoidler, fenolik
bilesikler ve polifenollerin neden oldugu lokalize
protonasyon etkilerine kargi ¢ok az tamponlama
kapasitesine sahiptir. Bu durum kolaylikla hiper
asitlesmeye neden olabilir, stoplazma membrani ile
alakall H* -ATPaz iliskisi bozulabilir ve sonugta bakteri
hlcresinin enerji metabolizmasi olumsuz bir sekilde
etkilenerek 6limune neden olabilir [28, 31]. Bu bilesikler
ayrica nikleik asit sentezinin inhibisyonu, sitoplazmik
membran  fonksiyonunun inhibisyonu ve  enerji
metabolizmasinin bozulmasi gibi cesitli mekanizmalar
yoluyla da antimikrobiyal aktivite gdstermektedirler [32].

Yapilan c¢aligmalar (istisnalari olmasina kargin) Gram
pozitif bakterilerin bitki ekstraklarina karsi Gram
negatiflere kiyasla (hiicre duvarinda ek bir polisakkarit
tabakanin varli§i nedeniyle) daha duyarli oldugunu
ortaya koymustur [33, 34]. Gram negatif bakterilerde
bulunan hicre duvari bilesenlerinin yani sira ek bir
lipopolisakkarit tabakasinin varhgi, hiicre duvarinin
etrafinda bozulmamis bir plazma =zari potansiyel
olusturarak daha fazla tamponlama kapasitesine ve
hidrofobiklige sahip olmaktadir. Bu nedenle basit fenolik
bilesiklerin  etkisini engelleyebilir ve bdylece bu
bakterilerin flavoidler ve polifenollere karsi duyarliigini
azaltabilir [28, 31]. Bu galismada elde edilen sonuglar bu
ifadeler ile uyumludur.

Kurutma iglemi kabuklardaki su miktarinin azalmasina,
dolayisi ile fenolik bilesikler ve polifenollerin
konsantrasyonlarinin artmasi neden olmustur. Bunun
sonucunda da kurutulmus kabuklardan elde edilen
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ekstralar daha ylksek antibakteriyel etkilere neden
olmusgtur.

Dort fakli turunggil tirinin yas yapraklarindan elde
edilen etanol ekstraktlari icerisinde en ylksek anti
bakteriyel etkiyi Staphylococcus aureus Uzerinde 18.70
mm zon c¢ap! ile mandalina kabugu etanol ekstrakti
gostermistir. Bu etkiyi yine Staphylococcus aureus
Uzerinde sirasiyla 18.54 mm zon capi ile portakal ve
18.11 mm zon ¢ap! ile limon kabugu etanol ekstraktlar

gOstermistir  (Tablo 2; p<0.05). Benzer sekilde
kurutulmus turunggil kabuklarinda ise en yuksek
antibakterilyel etki; 28.75 mm zon g¢api ile
Staphylococcus aureus Uzerinde mandalina kabugu
etanol ekstrakti tarafindan olusturulmustur. Bu etkiyi
yine Staphylococcus aureus Uzerinde sirasiyla 27.39

mm zon ¢apl ile portakal ve 26.94 mm zon capi ile limon

kabugu etanol ekstraktlari takip etmiglerdir (Tablo 2;

p<0.05).

Tablo 2. Turunggil yapraklarinin antimikrobiyal aktivitesi

Table 2. Antimicrobial activity of citrus leaves

Bakteri Mandalina Portakal

Taze Yaprak Kuru Yaprak Taze Yaprak Kuru Yaprak
Escherichia coli 12.10+0.32°¢ 15.93+0.24°¢ 10.58+0.22° 20.46+0.40¢°
Staphylococcus aureus 18.70+0.46% 28.75+0.24% 18.54+0.312 27.39+0.372
Salmonella Typhi 10.56+0.28¢ 13.25+0.23¢ 9.73+0.14°¢ 20.54+0.40¢
Enterobacter aerogenes 10.93+0.244 12.63+0.11f 9.53+0.11° 24.33+0.29¢
Listeria monocytogenes 15.10+0.17° 16.88+0.13" 11.70+0.11° 26.23+0.13°
Bacillus cereus 14.46+0.25° 16.08+0.18°¢ 11.03£0.13" 25.46+0.21°¢
Pseudomonas aeroginosa 12.86+0.33" 14.20+0.22¢ 9.02+0.15¢ 17.06+0.37f
Bakteri Greyfurt Limon

Taze Yaprak Kuru Yaprak Taze Yaprak Kuru Yaprak
Escherichia coli 11.16+1.34°¢ 12.29+0.76¢ 15.25+0.31°¢ 14.34+0.28°¢
Staphylococcus aureus 16.99+0.292 17.27+0.622 18.11+0.13° 26.94+0.252
Salmonella Typhi 10.73+0.28°¢ 13.85+0.32°¢ 10.27+0.20¢ 14.04+0.30°
Enterobacter aerogenes 10.25+1.28°¢ 12.03+0.29¢ 10.43+0.33¢ 12.48+0.33¢
Listeria monocytogenes 16.65+0.542 17.83+0.422 15.33+0.28°¢ 19.39+0.37°
Bacillus cereus 14.34£0.27° 15.37+0.39° 18.71+0.242 19.80+0.52°
Pseudomonas aeroginosa 7.81+0.35¢ 9.50+0.53¢ 11.34+0.16° 14.31+0.19¢

Turunggil kabuklarinin gosterdigi etki ile kiyaslandiginda
daha dusuk bir antibakteriyel etki gostermelerine karsin
yapraklar igerisinde en ylksek anti bakteriyel etkiyi
kabuklara benzer sekilde mandalina yapraklarindan elde
edilen etanol ekstraktlar gostermistir (p<0.05). Ayni
sekilde yaprak etanol ekstraktlari Gram pozitif bakteriler
Uzerinde Gram negatiflere kiyasla daha etkili
olmuslardir. Kabuk etanol ekstraktlarinda oldugu sekilde
kurutma igslemi yine patojen bakteriler Uzerindeki
antibakteriyel etkinin artmasina neden olmustur.

Hojjati ve Barzegar [35] limon yapraklarinin elde edilen
etanol ekstraktlari en yuksek antibakteriyel etkiyi
calismalarinda kullandiklari Gram pozitif bakterilerden
Bacillus cereus (33.46 mm zon gapi) ve Staphylococcus
aureus (31.52 mm zon ¢api) Uzerinde gosterdiklerini
ifade etmiglerdir. Benzer sekilde Filip ve ark. [36]
portakal  yapraklarinin %70 etanol ekstraktinin
arastirmada kullandiklari  Gram negatif bakteriler
Uzerinde etkili olmadigini, buna karsin Gram pozitif
bakteriler Uzerinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu
sonugclar arastirma bulgularimiza paralellik
gOstermektedir.

Lawal ve ark. [37] mandalina vyapraklarinin ana
bileseninin pinokarvon, Hojjati ve Barzegar [35], Huang
ve ark. [38], Waikedre ve ark. [39], ve Abdel-Gaber ve
ark. [40] mandalina portakal ve limon yapraklarinin ana
bilegeninin linaol ve Paoli ve ark. [41] ise greyfurt
yapraklarinin  ana  bilesenin  sabinen  oldugunu
bildirmislerdir.

Yapilan arastirmalar pinokarvon, linaol ve sabinen’in
yuksek antibakteriyel etkisinin  oldugunu ortaya
koymaktadir [42-46]. Buna goOre galismamizda turunggil
yapraklarinin tespit edilen antibakteriyel etkisinin baslica
bu g bilesenden kaynaklandigi distntlmektedir.

MIC, mikroorganizmanin gelismesini tamamen durduran
en dusik ilag/ esansiyel yad/ ekstrakt konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir [47]. Taze ve kurutulmus
turuncgil kabuklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin
yedi farkl gida kaynakli patojen bakteri tizerindeki MIC
degerleri Tablo 3’te gosterilmistir. Buna gore en dusuk
MIC degeri kuru mandalina kabugu etanol ekstraktinda
11.72 pg/mL ile Listeria monocytogenes, en yiksek MIC
degeri ise taze mandalina kabudu etanol ekstraktinda
750 ug/mL ile Enterobacter aerogenes lizerinde oldugu
Uzerinde tespit edilmistir (p<0.05).

Chanthaphon ve ark. [48] arastirma sonuglarimiza
benzer sekilde farkhi turunggil tlrlerinin  kabuk
ekstraktlarinin en disuk MIC degerinin 0.56 mg/mL
deger ile Listeria monocytogenes Uuzerinde kumkat
kabugundan elde edilen ekstraktta oldugunu ifade
etmislerdir. Ayrica arastirmacilar MIC degerlerini,
g¢alismalarinda kullandiklari Gram pozitif bakterilerde
Gram negatif bakterilere kiyasla daha disik olarak
belirlediklerini bildirmislerdir.

Taze ve kurutulmus turunggil yapraklarinin yedi farkl
patojen bakteri Uzerindeki en distk MIC degeri 5.86
pg/mL ile kurutulmus limon yapragi etanol ekstraktinda
Bacillus cereus Uzerinde oldugu belirlenmistir. Bu
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degerin ardindan en dusuk MIC degerleri 8.79 ug/mL ile
siraslyla kurutulmus mandalina ve limon yapragi etanol
ekstraktlari  Salmonella  Typhi ve  Enterobacter
aerogenes Uuzerinde gOstermislerdir. Buna karsin en
yuksek MIC degeri ise 375 ug/mL ile taze greyfurt

yapragi etanol ekstraktinda Pseudomonas aeroginosa
Uzerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 4; p<0.05). Ayrica
arastirmamizda kabuklara ve yapraklara uygulanan
kurutma isleminin MIC degeri tGizerinde dusuricu bir etki
gOsterdigi tespit edilmistir.

Tablo 3. Turunggil kabuklarinin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri (ug/mL)
Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) values of citrus peels (ug/mL)

Bakteri Mandalina Portakal

Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Taze Kabuk
Escherichia coli 140.63+£66.29"°  140.63+66.29% 35.16+16.57%° 29.30+24.86%°
Staphylococcus aureus 70.32+33.14°¢ 140.63+£66.292° 17.58+8.29%° 35.16+16.57%
Salmonella Typhi 117.194£99.43  35.16+16.57° 29.30+24.86%° 17.58+8.29°
Enterobacter aerogenes 750.004£0.002 281.25+132.582 35.16+16.57%° 46.88+0.00%°
Listeria monocytogenes 281.25£132.58"  11.72+0.00° 17.58+8.292° 17.58+8.29°

Bacillus cereus
Pseudomonas aeroginosa

140.63+66.29"
187.5+0.00*

35.16+16.57°
29.30+24.86°

117.194£99.432
35.16+16.57%

70.32+33.142
35.16+16.57%

Bakteri Greyfurt Limon

Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Kuru Kabuk
Escherichia coli 140.63+£66.29°  70.32+33.14° 35.16+16.57% 58.60+49.72°
Staphylococcus aureus 35.12+16.52¢ 35.16+16.57° 17.58+8.29° 23.44+0.00°
Salmonella Typhi 140.63+£66.29°  70.32+33.14° 35.16+16.57% 117.19+£99.43%

Enterobacter aerogenes
Listeria monocytogenes
Bacillus cereus
Pseudomonas aeroginosa

187.50+0.00°
35.16£16.57°¢
187.50+0.00°
375.00+0.002

35.16+16.57°
17.58+8.29°

70.32+33.14°
187.50+0.00°

46.88+0.00%"
23.44+0.00%
70.32+33.142
35.16+16.57%

187.50+0.00%
17.58+8.29°

93.75+0.00%

35.16+16.57°

Tablo 4. Turunggil yapraklarinin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri (ug/mL)
Table 4. Minimum inhibitory concentration (MIC) values (ug/mL) of citrus leaves

Bakteri

Mandalina

Taze Yaprak

Kuru Yaprak

Portakal

Taze Yaprak

Kuru Yaprak

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Salmonella Typhi
Enterobacter aerogenes

70.31£33.152
140.63+£66.292
35.16+16.572
140.63+£66.292

23.44+0.00%
58.60+£49.722
8.79+4.152
17.58+8.292

93.75+0.00°
70.31£33.15°¢

140.63166.29"
117.19+99.44°¢

17.58+8.292
14.65+12.43°%
21.48+13.81°
35.15+16.572

Listeria monocytogenes 117.19+£99.447 70.31+£33.15% 281.25+132.582° 93.75+0.00
Bacillus cereus 234.38+£198.87° 117.194£99.442 375.00£0.00% 140.631£66.292
Pseudomonas aeroginosa 93.75+0.002 58.59+49.722 140.63+66.29" 93.75+0.002
Bakteri Greyfurt Limon

Taze Yaprak Kuru Yaprak Taze Yaprak Kuru Yaprak
Escherichia coli 70.31+33.15° 35.16+16.58° 58.59+49.722 11.72+0.00?
Staphylococcus aureus 35.12+£16.52° 23.44+0.00° 93.75+0.002 35.16+16.572
Salmonella Typhi 93.75+0.00° 70.31£33.14° 35.16+£16.577 17.58+8.292
Enterobacter aerogenes 140.63+66.29° 35.16+£16.57° 23.44+0.00° 8.79+4.142
Listeria monocytogenes 35.16+16.57° 17.58+8.29° 140.63+66.29% 46.88+0.00*
Bacillus cereus 140.63+66.29° 93.75+0.00° 17.58+8.292 5.86+0.00?

Pseudomonas aeroginosa

375.00+0.00%

281.25+132.582

117.19+£99.43%

35.16+£16.57

mandalina ve limon kabuklari etanol ekstraktlarinda

Swarnamoni ve ark. [49] Pomelo (Citrus maxima)
yapraklarinin etanol ekstraklarinin en dusik MIC
degerinin  0.312 mg/mL ile arastirmada kullandigi
bakterilerden Pseudomonas aeroginosa Uzerinde
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilari elde ettikleri
veriler arastirma bulgularimiza paralellik gdstermektedir.

MBC degeri (mg/L veya pg/mL) incelenen bakterinin
%99.9'unu Oldiren en dusuk ilag/ esansiyel yag/
ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir [46].
Taze ve kurutulmus turuncggil kabuklarindan elde edilen
etanol ekstraktlarinin gida kaynakli yedi farkli patojen
bakteri Uzerindeki MBC degerleri Tablo 5de
gOsterilmistir. Buna gore en disuk MBC degeri 3.90
pg/mL ile Listeria monocytogenes Uzerinde, kurutulmus
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oldugu, buna kargin en yiksek MBC degeri ise taze
mandalina kabugu etanol ekstraktinda 187.5 pg/mL ile
Enterobacter aerogenes Uzerinde oldugu Uizerinde tespit
edilmigtir (Tablo 5; p<0.05).

Chanthaphon ve ark. [48] arastirmalarinda
sonuglarimiza paralel sekilde Gram pozitif bakterilerin
MBC degerlerinin Gram negatif bakterilerden daha
dislk oldugunu belirterek, en distik MBC degerinin
1.13 mg/mL ile Listeria monocytogenes Uzerinde
oldugunu bunu 2.25 mg/mL ile Bacillus cereus’un takip
ettigini bildirmiglerdir.
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Taze ve kurutulmus turunggil yapraklarinin
arastirmamizda  kullandigimiz  patojen  bakteriler
Uzerindeki en dusuk MBC degeri; 3.90 upg/mL ile
kurutulmug mandalina yaprad: etanol ekstraktinda
Listeria monocytogenes Uzerinde oldugu belirlenmistir.

Bu degerin ardindan en disik MBC degeri 5.86 pug/mL
ile kurutulmus portakal yapradi etanol ekstraktinda
Staphylococcus aureus Uzerinde tespit oldugu edilmistir.
En ylksek MBC degeri ise; 250 ug/mL ile taze greyfurt
yapragi etanol ekstraktinda Pseudomonas aeroginosa
Uzerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 6; p<0.05).

Tablo 5. Turunggil kabuklarinin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) degerleri (ug/mL)
Table 5. Minimum bactericidal concentration (MBC) values (ug/mL) of citrus peels

Bakteri Mandalina Portakal

Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Taze Kabuk
Escherichia coli 46.88+22.10° 46.88+22.102 11.7245.54% 11.72+5.54b¢
Staphylococcus aureus 31.25+0.00° 62.50+0.002 7.80+0.00° 7.80+0.00°

Salmonella Typhi 23.44+11.05P 15.63+0.00° 11.7245.54% 15.63+0.00%°
Enterobacter aerogenes 187.5+88.392 62.50+0.002 15.63+0.002° 11.7245.54¢
Listeria monocytogenes 93.75+44.19%° 3.90+0.00° 7.80+0.00° 7.80+0.00°
Bacillus cereus 31.25+0.00° 11.72+5.54° 15.63+0.002° 23.44+11.05%
Pseudomonas aeroginosa  93.75+44.19% 11.7245.54>  23.44+11.052 31.25+0.00%
Bakteri Greyfurt Limon

Taze Kabuk Kuru Kabuk Taze Kabuk Kuru Kabuk
Escherichia coli 46.88+22.10% 31.25+0.00° 15.63+0.00° 11.7245.54°
Staphylococcus aureus 11.72+5.54° 7.80+0.00° 11.7245.54> 7.80+0.00°
Salmonella Typhi 62.50£0.00°  46.88+22.10° 15.63+0.00° 19.53+16.58°
Enterobacter aerogenes 46.88+22.10°  23.44+11.05° 23.44+11.05°  23.44+11.05°
Listeria monocytogenes 15.63+0.00°¢ 7.80+0.00° 7.80+0.00° 3.90+0.00?
Bacillus cereus 93.75+44.19%° 31.25+0.00° 46.88+22.102 23.44+11.05°
Pseudomonas aeroginosa 125+0.002 93.75+44.192 11.72+5.54 19.53+16.58°

Tablo 6. Turuncgil yapraklarinin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) degerleri (ug/mL)

Table 6. Minimum bactericidal concentration (MBC) values (ug/mL) of citrus leaves

Bakteri

Mandalina

Taze Yaprak

Kuru Yaprak

Portakal

Taze Yaprak

Kuru Yaprak

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Salmonella Typhi

Enterobacter aerogenes

Listeria monocytogenes
Bacillus cereus

46.88+22.10%
93.75+44.19%
23.44+11.05°
125+0.00%
93.75+44.19%
187.5+88.39%

11.72+5.522
19.53+£16.572
7.81+2.762
7.81+0.00?
3.90+0.00?
62.50+0.00%

62.50+£0.002
46.88+22.10°
125.00£0.002

62.50+0.00%
125.00£0.002

187.50+88.39%

11.72+5.54%
5.86+2.76°
15.63+0.00%
23.44+11.05%
62.5+0.00%
125.00+0.00%

Pseudomonas aeroginosa 62.5+0.00%° 23.44+11.05° 03.75+44.19°  46.88+22.10*
Bakteri Greyfurt Limon

Taze Yaprak Kuru Yaprak Taze Yaprak Kuru Yaprak
Escherichia coli 46.88+22.10%*  23.44+11.05° 31.2545.542 7.81+0.00?
Staphylococcus aureus 23.44£11.05° 9.77+8.28° 39.06+0.002 23.44+11.252
Salmonella Typhi 62.50+0.00% 46.88+22.10° 31.25+16.582 11.714+5.532
Enterobacter aerogenes 93.75+44.19% 31.25+0.00° 15.62+11.05% 7.81+£0.00*
Listeria monocytogenes 23.44+11.05° 11.71£5.53° 93.72+0.00% 31.25+0.002
Bacillus cereus 125.00£0.00% 62.50+0.002° 15.62+11.052 23.44+11.252
Pseudomonas aeroginosa 250.0040.008  187.50+88.392 93.75+5.542 19.53+16.582

Ayrica arastirmamizda kabuklara ve yapraklara
uygulanan kurutma igleminin MIC degerlerine benzer
sekilde MBC degeri Uzerinde de dusuricli bir etki
gOsterdigi ortaya konulmustur. Swarnamoni ve ark. [49]
Pomelo (Citrus maxima) yapraklarinin  etanol
ekstraktlarinin en digik MBC degerlerini 1.25 mg/mL ile
Pseudomonas aeroginosa Uzerinde oldugunu
belirtmiglerdir.

SONUG
Bu arastirma dort farkli turunggil meyvesinin taze ve

kurutulmus kabuk ve yapraklarindan elde edilen etanol
ekstraktlarinin  gida kaynakh yedi farkli bakteri
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Uzerindeki antibakteriyel etkilerini ortaya koymustur.
Calismada kullanilan turunggil kabuklar igerisinde en
yuksek anti bakteriyel etkiyi mandalina kabuklarindan
elde edilen etanol ekstraktlari gostermistir. En dusuk
MIC ve MBC degerleri kuru mandalina kabugu etanol
ekstraktinda Listeria monocytogenes Uzerinde oldugu
belirlenmistir.

Son vyillarda bitkilerden elde edilen dogal bilesiklere
karsi olusan ilgi tip, gida ve eczacilik alanlarinda hizla
yayllmaktadir. Elde edilen bilesiklerin ortaya koymus
oldugu antibakteriyel etki bu bilesiklerin gida, tip,
eczacllik, ziraat ve veteriner alanlarinda
kullanilabileceg@ini ortaya koymaktadir. Ayrica 6zellikle
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son yillarda bakterilerin antibiyotiklere kargi gostermis
oldugu direncin kiriimasinda bu bilegiklerin alternatif

olarak  kullanim

imkanlari  oldugu  goérilmektedir.

Suphesiz ki bahsedilen etkilerin saglanabilmesi adina
konu hakkinda daha kapsamli calismalar yapilmasi,
etken bilesenlerin insan ve hayvan saghdi ile gidalar
Uzerindeki etkilerinin ortaya konulmasi gerekmektedir.
Bu amagla arastirmanin ileride yapilacak olan benzer
calismalara kaynak olacagi Uimit edilmektedir.
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