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oz

Bu calismada, nar kabugunun fenolik, flavonoid, antioksidan ve antimikrobiyal, 6zellikleri arastirdmustir. 17
farkli kosulda elde edilen ekstraktlarin fenolik ve flavonoid bilesiklerinin ekstraksiyon (sicaklik, stire ve etanol
konsantrasyonu) kosullari, cevap yiizey metodu kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon calismalarinin
sonunda nar kabugu icin 78°C, %33 etanol konsantrasyonu, 113 dakika optimum kosul olarak belirlenmistir.
Elde edilen ekstraktlarin yiiksek oranda antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin fenolik bilesikleri yitksek basingl stvi kromotografisi ile analiz
edilmis, nar kabugu ekstraktlarinin en fazla kuarsetin ve epikatesin icerdigi bulunmustur. Sonuglar, nar
kabuklarinin gerek gida gerekse gida disi endustrilerde, énemli bir kaynak olarak da kullanim potansiyeli
olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Nar kabugu, fenolik bilesik, flavonoid, antioksidan, antimikrobiyel, HPL.C

OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION CONDITIONS OF PHENOLIC
COMPOUNDS WITH ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
FROM POMEGRANATE PEEL

ABSTRACT

In this study, phenolic, flavonoid, antioxidant and antimicrobial properties of pomegranate peel were
investigated. The extraction conditions (temperature, time and ethanol concentration) of phenolic
and flavonoid compounds obtained under 17 different conditions were optimized using the response
surface method. At the end of optimization studies; for pomegranate peels; 78°C, 33% ethanol
concentration 113 minutes were determined as the optimum conditions. The obtained extracts were
found to have high antioxidant and antimicrobial activity. Phenolic compounds of the extracts
obtained under optimum conditions were analyzed by high pressure liquid chromatography and
pomegranate peels extracts were found to contain the most quercetin and epicatechin. The results
support that pomegranate peels may be potentially useful as an important source of food or non-
food industries.
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GIRIS
Punicaceae ailesinin icinde yer alan nar meyvesi;
antik dénemlerden bu yana mistik 6zellikleriyle 6n
plana cikan, oldukca farkli 6zelliklere sahip bir
meyvedir. Binlerce yildir farkli medeniyetler
tarafindan, halk arasinda tedavi amaciyla yaygin
olarak kullandmistir (Bayram vd., 2010). Son
yillarda, cok yonli ve besleyici olmast nedeniyle
poptletlik kazanmustir. Ttrkiye’de son yillarda nar
{iretiminin 5 kat artti1 gozlenmektedir (TUIK
2017). Nar meyvesi, hastalik riskini azalttig
bildirilen tanen ve diger biyokimyasallardan
Ozellikle fenolik bilesikler acisindan zengindir
(Jaiswal ve Porter, 2010).

Son vyillarda, strese bagli kronik hastaliklarin
artmasi, antibiyotiklerin gelisi-glizel kullanimi
nedeniyle, insan patojeni bakterilerin ilaclara karst
diren¢ kazanmasi antioksidan ve antimikrobiyel
etkili fenolik bilesiklere olan ilgiyi artirmistir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi oksidatif
stireci azalttgindan, hem insan viicudunda hem
de gida sistemlerinde oksidatif degisiklikleri
kontrol etmede O6nemli bir rol oynamaktadir
(Samaranayaka vd., 2011).

Narin fenolik bilesikler acisindan da  zengin
oldugu yapilan bircok calisma ile belirtilmigtir
(Wang vd., 2010; Prakash ve Prakash, 2011,
Ampyrgialaki vd., 2014; Nahar vd., 2014). Li vd,,
(2006)nin  nar kabuklar1 {zerine yaptiklar
calismada kabuk ve posa kisimlarinda toplam
fenolik madde, toplam flavonoid madde ve pro-
antosiyanidin miktarlart ayr1 ayn incelenmis ve
kabuk kisminda bu maddelerin daha yiiksek
oldugunu (Li wvd., 2006) ayrica antioksidan
aktivitenin  hem posadan hem de sentetik
antioksidanlardan daha Gstiin oldugu saptanmistir
(Singh vd., 2002; Negi ve Jayaprakasha, 2003;
Zoral ve Turgay, 2014). Nar meyvesinin ve
kabugunun antosiyaninler, gallotanenler,
hidroksisinamik asit, hidroksibenzoik asitler ile
elajitanenler ve gallagil esterler gibi hidrolize
edilebilir tanenler icerdigi tespit edilmistir (Yilmaz
ve Usta, 2011). Nar kabuklarinin bakterileri
gelisimini inhibe ettigi (Scalbert ve Sandos, 2000;
Al Zoreky, 2009; Panichayupakaranant vd., 2010,
Sweetie vd., 2010) patojen mikroorganizmalarin
enzim  aktivitelerini  durdurarak ve hucre

membranlarindaki  elektron tasima  sistemini
engelleyerek antimikrobiyal etki gosterdigi rapor
edilmistir (Prasanth vd., 2001).

Her ne kadar nar kabuklari ile ilgili calismalar olsa
da, hala fenolik maddelerin etkin bir sekilde
ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen bu bilesiklerin
biyolojik aktivitesinin arastirildigi ¢alismalara
ihtiya¢c  bulunmaktadir. Bu ¢aligmada nar
kabuklarindan yiksek miktarda fenolik bilesik
ekstraksiyonu icin ekstraksiyon kogullart optimize
edilmis ve optimizasyon icin istatistiksel ve
matematiksel testlerin kombine kullanildig cevap
yuzey yontemi kullanilmistir. Bu  yOntemde;
sistemin verdigi cevabt ve Uzerinde etkili olan
bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek
icin modelleme teknikleri kullanilmakta ve bunun
yaninda  proses  degiskenlerinin  sistemin
cevabinda istenen etkiyi gosterdigi seviyelerin
bulunmasi amaglanmaktadir (Myers vd., 1995).

Bu calismanin  amact  nar  kabuklarindan
antioksidan ve antimikrobiyel 6&zellige sahip
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin uygun
uygun kosullar1 belirlemektir. Nar kabuklarinin
toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinin en fazla
olacak sckilde eckstraksiyonunu saglayabilmek
amactyla etanol/su orani, ekstraksiyon stiresi ve
sicaklik bakimindan optimize edilmis, farkl
kosullarda elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri de incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Nar  (Punica  granatum L.) kabuklari yerel

marketlerden temin edilen nar meyvesinden elde
edilmis olup, etiivde (40°C) kurutulmustur.
Kabuklar égtitilerek, +4°C’de analiz edilinceye
kadar depolanmistir. Eosin Metilen Blue (EMB),
Chapman Agar, Sabouraud Glikoz Agar, Mueller
Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton Broth
(MHB) Merck (Merck KGaA, Almanya)
firmasindan alinmustir. E. coii (ATCC 25922),
Enterococcus  faecalis (ATCC  29212), S. aureus
(ATCC 29213), Aspergillus flavus (ATCC 9170) ve
Aspergillus niger (ATCC 6275) mikroorganizmalart
Cumhuriyet Universitesi Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvart, kiltiir
koleksiyonundan temin edilmigtir. Ampicillin
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antimikrobiyal duyarlilik diski Oxoid™ (Thermo
Fisher Scientific, ABD)’den alinmistir. Brownlee
Analitik C18 (4.6 x 250mm, 5um) HPLC kolonu
Petkin  Elmer’den (ABD) temin edilmistir.
Kullantlan  diger tim kimyasallar analitik
standartta olup Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD) veya Merck (Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) firmalarindan alinmusgtir.

Yontem

Ekstraksiyon ve Ekstraksiyon Kogullarinin
Optimizasyonu

Ogiitilmiis kabuklar; 10:1 (mL. solvent/g bitki)
oraninda solvent ile karistirilmis ve farkl sicaklik
ve slrelerde ekstraksiyona tabi tutularak
ckstraksiyon  kosullar1  optimize  edilmistir.
Ekstraksiyon siiresi sonunda 6érnekler santriiftj

Deneysel Tasarim ve Cevap Yiizey Metodu
(Response Surface Methodology-RSM) ile
Ekstraksiyon Kogullarinin Optimizasyonu
Bagimsiz degiskenler icin deger araliklarinin
seciminde literatir taramasi  sonuclarindan
yararlanilarak; fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
etanol  konsantrasyonu, sicaklik ve = sire
bakimindan optimize edilmistir. Nar kabugu
ekstraksiyonlart  icin  denenen  bagimsiz
degiskenlerin degerleri Cizelge 1’de verilmistir.
Toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarinin
yiksek oldugu kosullar optimum ekstraksiyon
kosullart olarak secilmistir. Optimum kogullar icin
secilen model asagidaki esitlikte (Esitlik 1)
actklanmustir:

Y= bo+biXi+byX2+bsX3+b11X;2

(5000 rpm’de 10 dakika) sonra da filtre edilerek +b2X5? +b33X35?2 +b12XyXo +b13Xi X5 (Es. 1)
ekstraktlar elde edilmis ve -18°C’de muhafaza +b23 X X3
edilmistir (Cai vd., 2004).
Cizelge 1. Nar kabuklari ekstraksiyonu icin bagimsiz degiskenlerin degerleri
Table 1. Independent variables for the pomegranate peels extraction
Bagimsiz Degiskenler Sembol -1 0 +1
Independent 1 ariables Symbol
5 Etanol (%) Ethanol Xi 25 50 75
Ilf;;;;;;iupw ) Site (dk) Time (win) X 20 70 120
Sicaklik (°C) Temperature X3 40 60 80

Esitlikte 1°de Y bagimli degiskenleri (toplam
fenolik ve flavonoid) by sabit, b1, bz ve bs lineer
terimleti, b1, b2 ve bss kuadratik terimleri ve Xy,
Xz ve X3 bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.
Design-Expert V7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis)
programi elde edilen datalarin regresyon ve
grafiksel analizi i¢in kullandmistir. Fischer’s testi
model esitligini elde etmek icin, Student’s t-testi
regresyon katsayilarinin  istatistiksel Onemini
bulmak icin kullanilmustir.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri
Singleton ve Rossi (1965) tarafindan tanimlanan
yonteme gore belirlenmistir. 2 N 100 uL. Folin-
Ciocalteu fenol ayiraci, 100 pL ekstrakt, 2.3 mL
saf suve 1 mL %7 sulu sodyum karbonat ¢6zeltisi
karistirildiktan  sonra, oda sicakliginda 2 saat
bekletilmis ve stre sonunda 6rneklerin 750 nm
dalga  boyundaki absorbanst  Slciilmustiir.

Sonuglar gallik asit esdegeri
actklanmustir,

(GAE) olarak

Toplam Flavonoid Miktarlarinin
Belirlenmesi

Nar kabugu ekstraktlarinin toplam flavonoid
miktarlar1 Zhishen (1999)’a gore belirlenmistir.
Ekstraktlar %5 NaNO,, %10 AICI; ile ve 1 M
NaOH ile reaksiyona sokulmustur. Karisimlarin
510 nm’de absorbanslart okunmus ve toplam
flavonoid miktarlar1 kuarsetin  esdegeri (KE)
olarak ifade edilmistir.

Antioksidan Aktivite

Radikal Siipiirme Aktivitesi — DPPH: 1.95 mL
2.2 difenil-1-pikrihidrazil ~ (DPPH) ¢alisma
cozeltisi ile ve 50 uL ekstraktlar/50 uL Troloks
standart ¢6zeltileri karistirtlmis ve oda sicakliginda
10 dakika  bekletilmistir.  Sture  sonunda
spektrofotometrede 517 nm dalga boyundaki
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absorbanslar1 Slctilmistiir (Brand-Williams vd.,
1995). Sonuglar Troloks esdegeri (TE) olarak
actklanmistir.

Demir (III) Indirgeme Antioksidan Giicii —
FRAP: FRAP yontemiyle antioksidan kapasite
tayini icin 300 mM sodyum asetat (pH 3.0)
tampon ¢ozeltisi, 20 mM sulu demir (III) kloriir
¢ozeltisi ve 10 mM sulu 2.4.6-Tris (2-pyridyl)-s-
triazine (TPTZ)  ¢Ozeltisi hazitlamp 10/1/1
oraninda karistirilarak FRAP calisma ¢ozeltisi elde
edilmistir. 2.9 ml. FRAP calisma ¢6zeltisi ile 100
uL ekstraktlar/100 pL Troloks standart ¢cozeltileri
karistirlarak  oda  sicakhginda 30 dakika
bekletilmis  ve sonunda  6rneklerin
absorbanslari 593 nm dalga boyunda él¢ilmistiir.
Sonuglar TE olarak agiklanmistir (Benzie ve
Strain, 1996).

sure

Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi —
TEAC: TEAC yontemiyle antioksidan kapasite
tayini icin 7 mM sulu ABTS [2.2-Azino-bis (3-
etilbenzothiazolin-6-sulfonik asit)] ¢ozeltisi ve
245 mM sulu potasyum persilfat c¢ozeltisi
karisimi (1/1, v/v) 16 saat stireyle oda sicakliginda
karanlik bir ortamda reaksiyona birakidmis, ABTS
radikal katyonu (ABTS'+) stok c¢ozeltisi elde
edilmistir. ABTS'+ calisma cozeldsi, 2.9 ml, 100
ul ekstrakt ile karistirilarak oda sicakliginda 30
dakika bekletilmis ve siire sonunda absorbanst
734 nm dalga boyundaki 6l¢iilmustiir. Sonuglar
TE olarak agiklanmustir (Re vd., 1999).

Antimikrobiyel Aktivite

Antimikrobiyel ~aktivite testlerinde kullanilan
mikroorganizmalarin (E. coli, E. faecalis, S. anreus,
A. flavus ve A. niger) Gretiminde E. coli ve E. faecalis
icin EMB agar, S. awrens icin Chapman agar
(Staphylococcus Selective Agar), kifler icin ise
Sabouraud glikoz agar kullanilmistir.

Disk Difiizyon Yéntemi

Ekstraktlarin antimikrobiyel aktiviteleri
Ebrahimabadi vd. (2010), tarafindan belirtilen
disk difiizyon yontemi modifiye edilerek
kullantlmustir.  Mikroorganizmalarin (Bakteri ve
Kif) kati besiyetlerinde tretilmis 18-24 saatlik
taze kultirlerinden alinan koloniler serum
fizyolojik icinde stispanse edilip ve 0.5 McFatland

bulaniklik tipiyle kiyaslanarak 108 kob/mL lik
dilisyonlart hazirlanmistir. MHA iceren petrilere
bakteri dilisyonundan 100 pl ekim yapilmustir.
Elde edilen ekstraktlar (direkt kullandmistir) 6
mm capindaki steril bos disklere emditilmis,
diskler petrilere yerlestirildikten sonra bakteriler
37°Cde, kifler ise 30°C’de 24 saat sireyle
inktibasyona birakilmis ve inkibasyon sonunda
inhibisyon  zonlarinin  ¢aplart  Slcilmustir.
Kontrol olarak ckstraksiyon solventi, su ve
standart antibiyotik disk olan Ampicillin
kullantlmistir.

Minimum Inhibisyon Konsatrasyonu (MIiK)

Tayini

Ekstraktlarin minimum inhibisyon
konsantrasyonunun (MIK) degerlerini
belitflemede  Oskay vd. (2007), tarafindan

aciklanan makrobroth yOntemi esas alinmis ve
modifiye edilerek kullamlmustir. Hazirlanan her
bir mikroorganizma kiltiirlerinden (18 saatlik) 25
uL (1x108 kob/mL), 3 mL. MHB ve 10 mL farkli
dilusyonlarda hazirlanan ekstraktlara (30 mg
bitki/mIL.-0.46 mg bitki/ mL) aktarilmistir. Daha
sonra bakteriler 37°C’de, kufler ise 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iiremenin
gortlmedigi tiiplerdeki en diisitk konsantrasyonu
MIK  degeri olarak belitlenmistir. ~ Ayrica
bulaniklik olusmayan tiiplerden 50 pL alinarak
MHA’ya ekim yapilmis, biiyime olup olmadigt
kontrol edilmis ve bu sekilde Minimum Bakterisit
Konsantrasyonu (MBK) da  belirlenmistir.
Kontrol olarak ampicillin kullanilmigtir.

Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi

Optimum  kosullarda hazirlanan  ekstraktlarin
fenolik bilesik icerikleri kantitatif olarak DAD
detektére (Diode-Array Detektor; Perkin Elmer
Model Flexar, USA) sahip Perkin Elmer yiiksek
basin¢lt sivi kromatogratfisi (HPLC) sisteminde
analiz edilmistir. Sistemde kolon olarak Brownlee
Analitik C18 (4.6 x 250mm, 5pum) kolonu (Petkin
Elmer) kullanilmustir. Ortofosforik asit ile pH’st
2.5%¢ ayarlanan su Solvent A, asetonitril ise
Solvent B olarak kullanilmistir ve kullanilan
solvent sistemi Cizelge 2’de verilmistir. Ornekler
25°C’de 0.8 ml/dk akis hizi, asetonitril-
ortofosforik ile asitlendirilen su gradient ile
kolondan elut edilmistir.
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Gizelge 2. HPLC’de kullanilan solvent sistemi
Table 2. Solvent system used in HPLC

Solvent A Solvent B Siire (dk)
Solyent A Solvent B Time (min)
1 100-91 0-9 12
2 91-87 9-13 8
3 87-67 13-33 12
4 67-57 33-43 10
5 57 43 18
0 100 0 10
BULGULAR VE TARTISMA
Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilesiklerin
Ekstraksiyonu

Calismada incelenen nar kabuklarinin  farklt
sicaklik, stre ve etanol konsantrasyonlarindan
olusan, deneysel tasarim sonucu elde edilen 17
farklt kosulda ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik ve
toplam flavonoid madde miktarlari belirlenmistir
ve sonuglar Sekil 1’de sunulmustur. Nar kabugu
ekstraktlariin - toplam  fenolik  ve  toplam
flavonoid  sonuglart  incelendiginde, etanol
konsantrasyonunun artisi, ekstraksiyonlarda elde
edilen toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlarint  azaltirken, sicaklik ise artirmistir.

Ekstraksiyon stiresinin ise elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik ve toplam flavonoid icerigi tizerine
etkisi 6nemli olarak tespit edilmemistir. Toplam
fenolik madde miktarinda en yitksek deger 283.28
mg GAE/g nar kabugu olarak Deney 8de (%25,
80°C, 70 dk) gozlemlenmistir, en fazla toplam
flavonoid madde miktart ise 3.17 mg KE/g nar
kabugu olarak Deney 17°de (%50, 80°C, 120 dk)
elde edilmistir. Nar kabugu icin bagimsiz
degiskenlerden etanol konsantrasyonunun arts,
ekstraksiyonlarda elde edilen toplam fenolik ve
flavonoid madde miktarlarini azaltirken, sicaklik
le artirmistir. Ekstraksiyon siiresinin ise elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi Uzerine etkisi Onemli olarak tespit
edilmemistir. Literatiirde nar kabugunun siire ve
sicaklik degiskenlerinin, ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktarina etkisinin arastirildigy bir
calismada; en yiiksek verimin etanol ile 45°C’de 60
dakikada elde edildigi bildirilmistir (59.2 mg
GAE/g nar kabugu ) (Pan vd., 2011). Farkli bir
calismada ise nar kabuklarnin degisen etanol
konsantrasyonlarinda ve farkli strelerde elde
edilen ekstraktlarinin  toplam fenolik madde
verimleri karsiastirilmis, en yiksek verim %63
etanol konsantrasyonunda 22 dk da, %14.8 olarak
tespit edilmistir (25°C) (Li vd., 2000).

SCKM: Suda Cézinir Kuru Madde
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Sekil 1. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri
Figure 1. Total phenolic and flavonoid content of pomegranate peel exctracts
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Bir baska calismada da en yliksek oranda fenolik
bilesikler 28.29 mg GAE/g nar kabugu ile %64
etanol konsantrasyonunda, 60°C’de, 25 dk da elde
edilmistir (Wang vd., 2008). Sonuglar literatir
bulgulati ile kiyaslandiginda, daha yiiksek sicaklik
ve sirede, buna karsin daha disuk etanol
konsantrasyonu ile elde edilen nar kabugu
ckstraktlarinda en yiiksek verime ulagilmistir.

Ekstraktlarin Antioksidan Ozellikleri

Incelenen nar kabugu ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri, radikal siptrme aktivitesi-DPPH,
TEAC ve FRAP yontemleri ile Olgtilmistir.
Antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin yapilart
ve Ozellikleri birbirinden ¢ok farklt oldugundan,

tek bir yontem ile Slcim yetmemektedir. Bu

nedenle birden fazla Olcim yontemi ile
antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi
gerekmektedir (MacDonald vd., 2006). Nar
kabuklarin  farkli  kosullarda elde edilen

ekstraktlarinin, en yitksek antioksidan aktivitesi
Deney 8de (%25, 80°C, 70 dk) gbzlemlenmistir
ve DPPH, FRAP ve TEAC ile dlctlen
antioksidan aktiviteleri sirastyla 1.95 umol TE/g,
14.03 umol TE/g, 4.32 pmol TE/g nar kabugu
olarak bulunmustur. Denenen tiim kosullarda nar
kabuklarinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek
oldugu ve elde edilen ekstraktlarin; fenolik madde
icerikleti ile antioksidan aktiviteleri arasinda da
yiksek korelasyon gorilmustir (R2>0.9) (Sekil 2).
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=
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-:E ’A"A T
g 12 —aA
50 -7 ¢ DPPH (umol/g) R? = 0,98
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Sekil 2. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktatlari ile antioksidan aktiviteleri
arasindaki iligki
Figure 2. The relation between total phenolic content and antioxidant activity of pomegranate peel extracts

Ekstraktlarin Antimikrobiyel Ozellikleri
Literatiirde pek c¢ok bitkinin patojenlere karst

olusturdugu bir seri reaksiyon sonucunda
antimikrobiyel ~ aktiviteye =~ sahip  oldugu
belirtilmistir. Fenolik bilesikler ve turevleri,

bitkilerin savunma sisteminde 6nemli bilesiklerdir
ve patojen bir ¢ok mikroorganizmanin
gelismelerini  durdurucu yonde etki etmektedir
(Aradjo vd., 2017). Mikroorganizma gelismesini
durdurmak ve daha sonrasinda olusabilecek
ikincil bir enfeksiyonun O6ntine gecebilmek,
bitkisel kdkenli antimikrobiyel ajanlarda beklenen
Ozelliklerdir (Farag vd., 2015). Bu ¢alismada, gida
kaynakli cesitli enfeksiyonlara (bakteriler) ve

intoksikasyonlara (kiifler) neden olan birgok
bakteri ve kif arasindan en Snemli ve en stk
karsilasilan mikroorganizmalar secilmistir.
Bakterilerin seciminde kendi aralarinda farklilik
gosteren gruplar g6z 6ntinde bulundurulmustur
(8. anrens; Gram (+), fakiltatif anaerob, hareketsiz
kok; E. faecalis; Gram (+), aerobik, hareketsiz kok;
E. colz; Gram (=), fakiiltatif anaerop, hareketli basil;
A. niger,; Aflatoksin Bo; A. flavus; Aflatoksin B)
(Anonim, 2016, Girgin vd., 2001).

Nar kabugu ekstraktlarinin segilen bakteriler ve
kiifler icin en yiiksek antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi, Deney 8de (%25, 80°C, 70 dk)
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saptanmis, inhibisyon zon caplari ise; sirastyla S.
anrens icin 23.0 mm, E. faecalis icin 18.5 mm, E. coli
icin 16.5 mm, kiflerde; A. niger igin 20.5 mm ve
A.flavus igin 17.5 mm olarak bulunmustur. MIK

ler ise Deney 8de sirastyla 1.87 mg/mlL, 3.75
mg/ml, 3.75 mg/ml, 1.87 mg/ml, ve 3.75
mg/mL olarak bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Nar kabugu ekstraktlarinin minimum inhibisyon ve minimum bakterisit konsantrasyonlari
Table 3. Mininum inbibition and minimum bactericidal concentrations of pomegranate peel extracts

E —_ o . S, aureus E.fecalis
g §, < 2 (mg bitki /mL) (mg bitki /mL)
Z 0§ F £ . .
Eoa 2 @ MiK MBK MiK MBK
=
1 50 60 70 375=0o00 373 q5pozp00 1300
2 50 60 70  373=000 37F  1500=000 13.00-
3 50 60 70 375000 37%  1500=000 15.00-
4 50 60 70 3.75:000 373 1500000 13.00-
5 30 60 70 375000 373 15002000 1500
6 25 40 70 187=000 187 3752000 3.73-
7 75 40 70 750=000 730 15002000 13.00-
8 25 80 70 187=000 187 3732000 3.73-
g 75 80 70 37s=0m0 373 7s50z000 730-
10 25 60 20 375=000 373 750=p00 7-30-
11 75 60 20 750000 730~ 1500000 13.00-
12 25 60 120 187=000 187 375xp00 3.75-
13 75 60 120 373=000 373 13go0=000 13.00-
14 30 40 20 375000 37 750000 7-30-
15 50 80 20 375000 37% 7502000 @ 7-30-
16 30 40 120  7s50=000 730 1s00=000 13.00-
17 30 80 120 187=000 187- 7sp=000 730-
Ampicillin 048000 048 0482000 0.48-
Trems yox
Ekstraktlarin  fenolik madde icerikleri ile

antimikrobiyel aktiviteleri arasindaki iliski Sekil
3de sunulmustur ve incelenen nar kabugu
ekstraktlarnin  farklt mikroorganizmalara karst
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite ile fenolik
madde igerikleri arasinda ylksek korelasyon tespit
edilmistir (R2>0.87).

Istatistiksel Modelleme

Yiksek oranda fenolik ve flavonid bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in; nar kabuklart sicaklik, stire ve
ctanol konsantrasyonu bakimindan 17 farkh
kosulda ekstrakte edilmistir. Incelenen kosullara
gbre nar kabuklarinin fenolik ve flavonoid
miktarlarinin oldukga farkli oldugundan (Sekil 1),
elde edilen verilerin  optimize  edilmesi
gerekmektedir. Optimizasyon sonucu elde edilen

E.coli A.niger A.flavus

(mg bitki /mL) (mg bitki /mL) (mg bitki /mL)

MIiK MEBK MIK MEBK MIK MBEK
15.00=000 13.00- 7s50=000 730  1500:000 13.00-
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
15.00=000 1300 7s50=000 730~ 1s500z000 15.00-
15.00:000 13.00-  750£000 730 1500:0.00 13.00-
1s.00=000 1300- 7502000 730 15002000 13.00-
750=000 7% 375z000 373 3752000 373-
15.00=0.00 1300- qspoxpo0 1300 g500=000 13.00-
3.75=000 37%  1s7=000 187 3732000 3.73-
750=000 7% 375z000 373 3752000 373-
750=000 70 375z000 373 3752000 373-
15.00=000 13.00- 1500=000 15.00- 1500=000 15.00-
375=000 373 1g7=000 187 37sxpo0 373
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
750=000 7% 375z000 373 7502000 730-
750=000 70 375z000 373 7502000 7-30-
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
7.50=000 7.50- 3752000 375 3732000 373-
0482000 04% 0962000 048 00962000 096-

verilere gbre kuadratik model
sunulmustur.

esitlik 2 ve 3’te

Y1=173.48-52.58X1+36.61 X+
0.09X3+23.37X2+27.16X 2+

314X2+23.18X,X0-4.99X, X5 (Es-2)
+17.33X,X5
Y>=1.94-0.41X,+0.28X,+0.12X5-
0.17X240.16X2+0.82X 52 (Es. 3)

0.1X1X5+0.05X1X5-0.15X,X5

ANOVA ile degerlendirilen toplam fenolik ve
flavonoid miktarlar1 icin regresyon katsayilari
strastyla 0.98 ve 0.95 olarak bulunmus olup, her iki
model de wuyum eksikligi gOstermemis
regresyon %95 gliven araliginda istatistiksel olarak
6nemli bulunmustur (Cizelge 4 ve Cizelge 5).

ve
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Sekil 3. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlart ile antimikrobiyal aktiviteleri
arasindaki iligki
Figure 3. The relationship between the total phenolic content and the antimicrobial activity of pomegranate peel extracts

Cizelge 4. Nar kabugundan elde edilen toplam fenolik maddeler icin ANOVA c¢izelgesi
Table 4. ANOV A table for the total phenolic substances obtained from the pomegranate peel

Kaynak Kareler toplam1  Serbestlik derecesi  Karelerin ortalamast  F-degeri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-value
Model

Model 42147.99 9 4683.11 40.05 < 0.0001
Residual

Residual 818.59 7 116.94

Uyum eksikligi

Lack of fit 368.06 3 122.69 1.09 0.4496
Saf hata 450.54 4 11263

Pure ervor

Toplam

Total 42966.58 16

R 098, AdjR%096, CV.%:5.44

Gizelge 5. Nar kabugundan elde edilen toplam flavonoid maddeler icin ANOVA cizelgesi
Table 5. ANOV A table for the total flavonoids substances obtained from pomegranate peel

Kaynak Kareler toplamt  Serbestlik derecesi Karelerin ortalamasi  F-degeri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-value
Model

Model 5.32 9 0.59 13.55 0.0012
Residual

Residual 0.31 7 0.04

Uyum eksikligi

Lack of fit 0.22 3 0.07 3.20 0.1452
Saf hata 0.09 4 0.02

Pure error

Toplam

Total 5.62 16

R%0.95. AdjR%0.88. C.V.%:8.99
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Sekil 4 ve 5’te nar kabugundan elde edilen toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarina sicaklik,
stire ve konsantrasyonun etkisini gdsteren cevap
ylzey ve kontlr grafikleri gosterilmistir. Sekil 4A
ve 5A’da 70 dakika ekstraksiyon sonucunda
sicaklik ve ¢6ziicti konsantrasyonun fenolik ve
flavonoid madde elde edilmesindeki etkisi
sunulmustur. Buna gére maksimum fenolik
maddeye (290 mg GAE/g nar kabugu) 80°C’de
%25 etanol konsantrasyonunda, maksimum
flavonoid maddeye (2.72 mg KE /g nar kabugu )
ise 25 dakikada 80°C’de %25 etanol
konsantrasyonunda erisilmistir. Sekil 4B ve 5B’de

sicaklik  60°C’de  sabit tutuldugunda etanol
konsantrasyonunun ve siirenin fenolik ve
flavonoid madde elde edilmesindeki etkisi

gorilmektedir. Maksimum fenolik maddeye (258
mg GAE/g nar kabugu ) %25 konsantrasyonunda
ve 120 dakikada, maksimum flavonoid maddeye
(3.07 mg KE/g nar kabugu ) ise %25
konsantrasyonunda ve 120 dakikada erisilmistir
(3.07 mg KE/g nar kabugu ). Sekil 4C ve 5C %50
etanol konsantrasyonu sabit  tutuldugunda,
maksimum  fenolik ve flavonoid madde

miktatlarinin 258 mg GAE/g nar kabugu ve 3.23
mg KE/g nar kabugu olarak 80°C sicaklikta 120
dakika ekstraksiyon siiresi sonunda oldugunu
gostermektedir.

Fenolik ve flavonoid bilesikleri yitksek oranda
tretmek icin ekstraksiyon kosullart optimize
edilmis; fenolik bilesikler miktarinin 250 mg
GAE/g nar kabugundan fazla ve flavonoid
bilesikler miktarinin 1,42 mg KE/g nar
kabugundan  fazla  olmast icin  yapilan
optimizasyon ¢alismalarinda program tarafindan
Onerilen kosullar arasindan %33 etanol, 78°C ve
113 dakika optimum kosul olarak secilmistir
(Gizelge 6). Bu kosullarda yapilan deneyler
sonucunda toplam fenolik miktart ve flavonoid
miktari sirastyla 319.25 mg GAE/g nar kabugu ve
3.27 mg KE/g nar kabugu olarak bulunmustur.
Program ise ayni kosullar altinda, toplam fenolik
miktarint 280 mg GAE/g nar kabugu ve
flavonoid miktarini ise 3.16 mg KE/g nar kabugu
olarak tahmin etmistir. Deneysel verilerden elde
edilen bulgular, programmn tahmin ettigi
degerlerden yliksek olarak bulunmustur.

Cizelge 6. Optimizasyon kosullar1 ve optimum kosullarda elde edilen nar kabugu ekstraktlarin toplam
fenolik, flavonoid, antioksidan aktivite sonuclart
Table 6. Optimum conditions of the pomegranate peel extraction and total phenolic, flavonoid, antioxidant activity results
of the pomegranate peel extract obtained under optimum conditions

Etanol (%) 33
Optimum kosullar Stcaklik (°C) 78
Optimum conditions

Stire (dakika) 113
Optimum  kosullarda  program Tahmini Toplam Fenolik (mg GAE/g nar

. . y 280.00
tarafindan tahmin edilen toplam kabugu )
fenolik ve flavonoid madde
miktarlar Tahmini Toplam Flavonoid (mg KE/g 316
Values estimated by the program at nar kabugu ) '
optimum conditions
Optimum kosullarda gerceklestiren Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu
. . 319.2514.40

ekstraksiyon sonucu toplam fenolik )
ve flavonoid madde miktarlari . N
Values  obtained at the end of the Toplam Flavonoid (mg KF/g nar kabugu 3.2710.04
extraction at optimum conditions )
Optimum ckstraksiyon DPPH (umol TE/L) 182.6241.30
kosullarinda elde edilen ekstraktin
antioksidan aktiviteleri FRAP (umol TE/L) 1288.39%5.73
Valunes obtained at the end of the

TEAC (umol TE/L) 305.92£7.23

extraction at optimum conditions
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Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu)
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Sekil 4. Nar kabugundan fenolik bilesik ekstraksiyonu tizerine sicaklik, zaman ve etanol
konsantrasyonun etkisini gsteren cevap yiizey grafikleri. A: 70 dakikada, sicaklik ve etanol
konsantrasyonunun fenolik madde tGzerine etkisi. B: 60°C sicaklikta, etanol konsantrasyonu ve siirenin
toplam fenolik madde {izerine etkisi. C: %50 etanol konsantrasyonunda sicaklik ve siirenin fenolik
madde tizerine etkisi.

Figure 4. The response surfaces plots showing the effect of temperature, time and ethanol concentration on the phenolic
compound exctraction from pomegranate peel. A: The effect of the temperature and the ethanol concentration on phenolic
content for70 minutes. B: The effect of the concentration of ethanol and time on total phenolic content at 60°C. C: The
effect of the temperature and the time on total phenolic content at 50% ethanol concentration.
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Sekil 5. Nar kabugundan flavonoid bilesik ekstraksiyonu tizerine sicaklik, stire ve konsantrasyonun
etkisini gdsteren cevap yiizey grafikleri. A: 70 dakikada, sicaklik ve etanol konsantrasyonunun flavonoid
madde Uzerine etkisi. B: 60°C sicaklikta etanol konsantrasyonu ve stirenin toplam flavonoid madde
tizerine etkisi. C: %50 etanol konsantrasyonunda sicaklik ve siirenin flavonoid madde tizerine etkisi.
Figure 5. The response surfaces plots showing the effect of temperature, time and ethanol concentration on the flavonoid
compound exctraction from pomegranate peel. A: The effect of the temperature and the ethanol concentration on flavonoid
content for 70 minutes. B: The effects of etanol concentration and the time on total flavonoid content at 60°C. C: The
effect of temperature and time on total flavonoid content at 50% ethanol concentration.
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Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin
antioksidan ~ ve  antimikrobiyel  aktiviteleri
Olctlmiis ve sonuglar Cizelge 6 ve Cizelge 7°de
gOsterilmistir. Optimum  kosullarda elde edilen
nar kabugu ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri;
DPPH: 182.62 pmol TE/L, FRAP: 1288.39 pmol
TE/L ve TEAC: 305.92 pmol TE/L oldugu
belirlenmistir. Antimikrobiyel aktivite bakimindan
da nar kabugu ekstraktt secilen
mikroorganizmalarin gelisimini ylksek oranda
engellemistir (Cizelge 7). Ekstraktin antibakteriyel

etkinligi, Gram (+) bakteriler tzerinde daha
duyatli oldugu gézlemlenmisken, antifungal etki
ise A. nigere karst daha ylksek bulunmustur
(Gizelge 7). Cizelge 7’de optimum ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlarin  MIK
sonuclart, secilen bakteriler ve kiifler icin disk
difizyon yonteminde bulunan sonuglara paralel
olarak bulunmustur. Optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarda yliksek antioksidan aktivite
gosteren  ekstraktlar, yiiksek antimikrobiyel
aktivite gbstermislerdir.

Cizelge 7. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin farkli mikroorganizmalara karst antimikrobiyel

aktiviteleri
Table 7. Antimicrobial activities of extract obtained under optinnm conditions against different microorganisms
Nar Kabugu Ampicillin
Pomegranate Peel Ampicillin
Inhibisyon zonu 20.000.00 26.00
S. anreus ;
MIK (mg/mL) 3.75%0.00 0.48%0.00
MBK (mg/mL> 3.75- Ureme yok 0.48- Ureme yok
Inhibisyon zonu 16.00+0.71 24.00
E. faecalis .
MIK (mg/mL) 3.75%0.00 0.48%0.00
MBK (mg/mL) 3.75-Ureme yok 0.48-Ureme yok
E i Inhibisyon zonu 14.50%+0.71 23.50
s MIK (mg/mL) 7.50+0.00 0.96+0.00
MBK (mg/mL) 7.50- Ureme yok 0.96- Ureme yok
Inhibisyon zonu 18.00£0.71 25.50
A. niger ;
MIK (mg/mL) 3.75%0.00 0.96%0.00
MBK (mg/mL) 3.75- Ureme yok 0.96- Ureme yok
Inhibisyon zonu 16.00£0.00 25.00
A. flavus .
MIK (mg/mL) 3.7520.00 0.9620.00
MBK (mg/mL) 3.75- Ureme yok 0.96- Ureme yok

Disk Cap1:6mm, %33 etanol tim mikroorganizmalar i¢in 7 mm inhibisyon zonu vermistir.

Optimum Kosgullarda FElde Edilen Nar
Kabugu Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik
Kompozisyonlar1

Optimum kosullarda elde edilen nar kabugu
ckstraktlarinin fenolik bilesiklerinin tanimlanmast
HPLC ile yapilmis ve sonuclar Cizelge 8de
sunulmugtur. Cizelge 8de gorildugh gibi,
optimum kosullarda elde edilen nar kabugu
ekstraklarinda da 13 adet fenolik tanimlanmis ve
nar kabugu ekstraktlarinin en fazla kuarsetin ve
epikatesin igerdigi, bunu ferulik asit ve 2.4
hidroksibenzoik asitin izledigi goriilmektedir

Bu calismada nar kabugu ekstraklarinda gallik asit,
katesin, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,
elajik asit, ferulik asit, kuarsetin, kaempeferolin
yaninda pirogallol, siringik asit, 2.4
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, rosmarinik asit
ve naringenin tamimlanmis ve literature benzer
sonuclar elde edilmistir (Seeram, 2005). Gil vd.,
(2000) tarafindan yapilan aragtirmada ise nar
kabugunun ytiksek oranda elajik asit, gallik asit ve
bu bilesiklerin izomerleri icerdigi ifade edilmistir.
Nar kabugu ile ilgili yapilan bir ¢alismada gallik
asit (2.69 mg/g), punikalajin (64.98 mg/g), katesin
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(12.65 mg/g); klorojenik asit (0.35 mg/g); kafeik
asit (0.02 mg/g); epikatesin (0.94 mg/g); rutin
(0.36 mg/g) ve elajik asit (2.83 mg/g)
tanimlanmustir (Singh vd., 2002). Bu calismada
elajik asit 0.84 mg/mg nar kabugu, gallik asit ise
0.15 mg/mg nar kabugu olarak bulunmustur.

HPLC  kromatograminda  yiksek  oranda
tanimlanamayan  piklerin  punikalajin = ve
tirevlerine (a, [) ait olabilecegi sonucuna

varilmustir (Thrkyilmaz vd., 2017).

Cizelge 8. Optimum kogullarda elde edilen
ekstraktin fenolik bilesik icerigi

Table 8. Phenolic compound content of the extract
obtained under optimum conditions

Nar Kabugu

Fenolik (mg/g nar

No Bilesik kabugu)
Phenolic Pomegranate Peel
Componnd (mg/ g pomegranate

pecl)

1 Gallik asit 0.15%0.00

2 Kafeik asit 0.56+0.00

3 Ferulik asit 1.10£0.01

4  Katesin 0.34£0.00

5 2.4 hidroksibenzoik asit 1.04%0.01

6  Klorojenik asit 0.40%0.00

7 Elajik asit 0.84%0.01

8  Vanilik asit 0.88%0.01

9  Kuarsetin 1.3240.01

10 Epikatesin 1.32+0.01

11  Kaempeferol 0.43+0.00

12 Rosmarinik asit 0.20£0.00

13 Naringenin 0.28%0.00

SONUC

Dogal olmayan antioksidan ve antimikrobiyel
maddelerin vicutta olusturduklart zararlardan
dolay1 sentetik maddelerin yerini alabilecek dogal
koruyucu madde arayislarint ve 6zellikle fenolik
bilesikler Gzerindeki arastirmalart hizlandirmistir.
Bu calismada nar (P. granatum 1.) kabuklarindan
antioksidan ve antimikrobiyel aktiviteye sahip
yuksek oranda fenolik ve flavonoid eldesi i¢in
optimizasyon c¢alismalart yapilmis ve optimum
kosul olarak 78°C, %33 etanol konsantrasyonu,
113 dakika belitlenmistir. Sonu¢ olarak nar
kabuklarindan elde edilen fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellikleri ile sentetik antioksidanlarin

yerine, antimikrobiyel Ozellikleri ile patojen
mikroorganizmalarin  gelisimini  engellemede,
yasamin iletleyen streclerinde olusabilecek

serbest radikaller ve bunlarin zararlt etkilerini
6nlemede ve bu sekilde insanlarin daha saglikli bir
yasam strebilmesini saglayabilecek
potansiyellerinin oldugu ortaya konmustur.
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