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Cesitli Gida Atiklarimin Toplam Fenolik Madde iceriginin, Antioksidan ve Antimikrobiyel
Aktivitelerinin Arastirilmasi
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Ozet: Bu calisma gida endiistrisinde kullamlan bitkilerin atik olusturan kisimlarinda (kabuk, yaprak) bulunan
toplam fenolik bilesiklerin, antioksidan ve antimikrobiyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Calismada Antep fistig1 kabugu, portakal kabugu, nar kabugu, ceviz kabugu, ceviz yapragi ve biber yapragi
kurutularak kullanmilmistir. Toz halindeki materyalin ekstraktsiyonunda metoda uygun olarak segilen solventlerden
etanol, metanol, etil asetat, kloroform, aseton veya saf su kullanilmustir. Bitkilerin toplam fenolik madde miktarlar
Folin-Ciocalteu metoduna gore 6l¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek Antep fistig1 kabugunun saf
su ekstaktlarinda (2478,5 mgGAE/100g), en diisiik portakal kabugunun etil asetat ekstraktlarinda (441,3
MgGAE/100g) bulunmustur. Antioksidan aktivite; DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) serbest radikalleri giderme
aktivitesi, indirgeme kuvveti aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali giderme aktiviteleri incelenerek belirlenmistir.
Calismada BHT (butillendirilmis hidroksitoluen) kontrol olarak kullanilmistir. DPPH serbest radikali giderme
aktivitesinin 30 pg/ml bitki konsantrasyonunun etanol ile hazirlanan ekstraktlarinda kalan % DPPH sirasiyla ceviz
yapragi (%66,1)> biber yapragi (%38,2)> portakal kabugu (%32)> BHT (%29)> ceviz kabugu (%27,89)> nar
kabugu (%25)> Antep fistig1 kabugu (%17,6) seklindedir. Saf su ile hazirlanan bitki ekstraktlarimin aktivitesi
standart antioksidan BHT 'nin aktivitesinin altinda kalmistir. Stiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesi ortalama
degerleri etanol ekstraktlarinda %40,5, su ekstraktlarinda %27,4’dir. Bitkilerin etanol ve su ekstraktlarinin
indirgeme kuvveti aktivitesi, BHT nin indirgeme kuvveti aktivitesinin altinda degerler vermistir. Orneklerin
antimikrobiyel aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile Bacillus brevis, Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Bacillus subtilis’e karsi arastirilmustir.
Orneklerin olusturdugu inhibisyon zonlar1 7-16 mm oraninda tespit edilmistir.
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A Research on Total Phenolic Content, Antioxidant Activity and Antimicrobial Effects of Various Food
Wastes

Abstract: The objectives of the present study were to determine the antioxidant and antimicrobial effects of the
phenolic components which are available in the waste parts (peel and leaves) of the plants that are used in food
industry. In this study, the peels of pistachio, orange, pomegranate, walnut and leaves of walnut and pepper were
used; after they had been dried. The ground plants had been extracted by appropriate solvents such as ethanol,
methanol, ethyl acetate, chloroform, acetone and pure water. Total phenolic contents of each extract were
determined with Folin-Ciocalteu’s method. The phenolic substances were found maximum in pistachio peel pure
water extracts with an amount of 2478.5 mgGAE/100g, minimum in orange peel ethyl acetate extracts with an
amount of 441.3 mgGAE/100g. The antioxidant effect was defined by free radicals absorption activity in vitro
DPPH (1,1-diphenil-2-pycril-hidrazil), reduction power effect and superoxide anion radical absorption activity. In
this study BHT (butylated hidroxitoluen) was used as control. The percentages of DPPH available in the extracts of
the 30 pg/ml plant concentration prepared by ethanol in DPPH free radical absorption activity were as follows;
walnut leaves (66.1%)> pepper leaves (38.2%)> orange peel (32%)> BHT (29%)> walnut peel (27.9%)>
pomegranate peel (25%)> pistachio peel (17.6%). The activity of the plant extracts which were prepared by pure
water was lower than the activity of BHT which was a standard antioxidant. The average absorption activity values
of superoxide anion radical were 40.5% ethanol extracts 27.4% in water extracts. The reduction power effect of the
ethanol and water extracts of the plants were recorded lower than the reduction power effect of the standard
antioxidant, BHT. The antimicrobial effects of the samples against Bacillus brevis, Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Bacillus subtilis were determined by
disc diffusion method. The inhibition zones that the plants formed were detected between 7-16 mm.

Key words: Food Wastes, Antimicrobial Effect, Total Phenolic Content, Antioxidant Activity.
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GiRisS

Bitkisel kokenli biitiin gidalarda farkli miktar ve
nitelikte cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Belitz
ve Grosch, 1995). Hava ve su kirliligi, hazir yiyecekler,
yasam tarzi, stres gibi etkenler siirekli olarak saglik
iizerine tehdit olugturmaktadir. Bu etkenler sonucunda
normal metabolizma faaliyetlerinin yani sira 80 farklh
hastaliga neden olabilecegi sOylenen serbest radikaller
olusur (Eken, 2007).

Serbest radikaller, viicudun normal metabolik
faaliyetleri sirasinda kullanmis oldugu oksijenin bazi
etmenlerin tegviki ile ortaya cikan siiperoksit (¢O,),
hidroksil (OHe¢), peroksil (ROO¢), alkoksil (RO¢),
semiquinon (Q¢), nitrik oksit (NO¢) kdkleri ile hidrojen
peroksit (H,0,), peroksinitrit (ONOO-) ve singlet
oksijen (*O,) gibi radikallerdir. Oksidatif stres, normal
metabolik faaliyetlerin devam ettirilmesi igin gerekli
olan aktif oksijen-antioksidan dengesini aktif oksijen
lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipitleri
zarara ugratip birgok hastaligin olugmasina neden
olmaktadir (Young ve Woodside, 2001).

Gidalar nem, 1s1, 151k, metaller, metal igeren
bilesikler ve enzimler ile katalizlenebilmekte boylece
oksidasyon sonucu koti koku ve lezzet gibi
istenilmeyen reaksiyon iiriinleri olugmaktadir. Gidalara
uygulanan hazirlama, paketleme ve sogutma islemleri
reaksiyon sonucu olusan acilagsmayr geciktirmesine
ragmen engelleyememektedir. Antioksidanlar genellikle
yiikseltgenebilen  maddeler olup, radikal zincir
tepkimesini kesintiye ugratici rol oynamaktadir (Eken,
2007). Antioksidan maddeler sebze ve meyvelerde bol
miktarda bulunmaktadir (Tosun ve Yiksel, 2002).
Gidalarda kullanilan antioksidan maddeler, dogal ve
yapay olarak simiflandirilmaktadir. Dogal antioksidan
maddeler; tokoferoller, askorbik asit ve tuzlari, askorbil
palmitat ve askorbil stearat, glikoz oksidaz ve
siilfitlerdir. Sentetik antioksidanlar; eritorbik asit ve
sodyum eritorbat, gallatlar, butillendirilmis
hidroksianisol (BHA), butillendirilmis hidroksitoluen
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(BHT), tersiyer  butilhidrokinon (TBHQ) ve
nordihidroguairatik asit (NDGA)’tir (Eken, 2007).

Meyve atiklari icerisinde iiziim ¢ekirdegi ve kabugu
zengin antosiyanin ve diger fenolik maddeler
(Jayaprakasha ve ark., 2001), elma posas1 polifenoller
ve turunggil posalar1 flavanoid ve fenolik asit igerikleri
nedeniyle ¢ok onemli antioksidan kaynagidirlar. So6zii
edilen degerli bilesikler atiklarla birlikte dogrudan
kullanilmasinin yani sira, Siiper Kritik Karbondioksit
ekstraktsiyonu gibi hassas tekniklerle ekstrakt edilmek
suretiyle zenginlestirilerek de gidalara eklenebilirler
(Moure ve ark., 2001).

Gida maddelerinin raf Oomriiniin uzatilmasinda ve
depolanmasinda; oksidatif bozulmaya karsi ticari
antioksidanlar, mikrobiyel bozulmalara kars1
antimikrobiyel maddeler gida katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda, bu sentetik
antioksidanlarin ve antimikrobiyellerin yan etkilerinin
oldugu tespit edilmistir (Kehrer ve DiGiovanni, 1990).
Antimikrobiyel aktivite analizlerinde cesitli bitkilerin
antimikrobiyel aktiviteleri pek ¢ok kez ¢alisilmistir ve
ilgi uyandirmaktadir (Erdogrul ve ark., 2001; Erdogrul,
2002; Erdogrul ve ark., 2008). Bu nedenle yeni dogal
antioksidanlarin ve antimikrobiyellerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Calismamizin amaci, Tirkiye’de tarimi
yapilan ve gida sanayinde hammadde olarak kullanilan
5 bitki tiiriiniin atitk olusturan (kabuk ve yaprak)
kisimlarinin antimikrobiyel ve antioksidan aktivitelerini
belirlemektir.

MATERYAL ve METOT

Arastrmada  kullanilan  bitkiler, ait olduklari
familyalar, ¢alismada kullanilan gesitleri ve kisimlar
Tablol’de  verilmistir. ~ Antimikrobiyel  aktivite
¢alismalarinda  Bacillus brevis (FMC 3), Candida
albicans (ATTC 10194), Enterococcus faecalis (ATTC
15753), Salmonella typhimurium (ATTC 13311),
Klebsiella pneumoniae (ATTC 13883), Escherichia coli
(ATTC 8739) ve Bacillus subtilis (ATTC 6633)
kullanilmustir.

Tablol1. Kullanilan bitkiler, bitkilerin bilimsel ad1, kullanilan ¢esidi ve kisimlari

Bitkiler Bilimsel ad1 Kullanilan ¢esidi Kullanilan kisimlari
Antep fistig1 Pistacia vera Halebi Kabuk

Biber Capsicum annuum Ilica-256 Yaprak

Ceviz Juglans regia Siityemez 1 Kabuk, yaprak

Nar Punica granatum Devedisi (V) Kabuk

Portakal Citrus sinensis Yafa Kabuk

Bitkilerin Temini ve Bitki Ekstraktlarimin

Hazirlanmasi
Calismamizda kullanilan bitkiler yetistigi
donemlerde semt pazarlarindan temin edilmistir.

Bitkilerin aliminda kendine has renk, koku ve sekillerini
korumas1 ve kiifli olmamasina dikkat edilmistir.
Laboratuara getirilen Ornekler yikanip, kurutularak,
yaprak ve kabuklar1 serin ve rutubetsiz ortamda
kurumaya birakilmistir. Blender ile oOgiitiilerek toz

haline getirilen yaprak ve kabuklardan 20 g tartilip
tizerlerine 400 ml metanol % 99.8 v/v (Merck), etanol
% 99.8 viv (Merck), etil asetat % 99.5 v/v (Merck),
kloroform % 99 v/v (Merck), aseton % 99 v/v (Merck)
ve saf su) ilave edilmistir.

Ug tekrar hazirlanan 6rneklerin karanlikta ve oda

sicakliginda 4 saat siire ile orbital c¢alkalayicida
karigtirilarak (200 rpm, Unimax 1010, Heidolph
Instruments, Germany) ekstraktlar1  hazirlanmustir.
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Ekstraktlar, Whatman No:1 (Qualitative, Circles, 125
mm) filtre kagidindan stiziilerek kati partikiiller
ayrilmistir.  Ekstraktlarin  icerisinde kalan ¢oziicii
40°C’de, diisik basing altinda  evaporatérde
uzaklagtirllmistir.  Ekstraktlar  kullanmilincaya kadar
4°C’de 151k ve hava almayacak sekilde buzdolabinda
saklanmustir.

Antimikrobiyel Aktivite Analizleri

Bitki ekstraktlarmin antimikrobiyel aktivitelerini
belirlemek i¢in Bauer ve ark. (1966)’nin disk difiizyon
duyarlilik testi kullanilmistir. Bitkilerden 1 g alinip
tizerine 20 ml ¢oziicl ilave edilerek (aseton % 99 v/v
(Merck), etanol % 99.8 v/v (Merck), kloroform % 99.8
viv (Merck), metanol %99.8 v/v (Merck), etil asetat,
%99.5 viv (Merck) ekstraktlari
hazirlanmistir.Ekstraktlarin  solventleri ugurularak son
hacim 10 ml olacak sekilde konsantrasyonlar
arttirilmistir. Whatman No:1 (Qualitative, Circles, 125
mm Dia) filtre kagitlarindan 6 mm c¢apindaki diskler
hazirlanmis, steril edilmis, oda sicakliginda karanlik
ortamda kurutulmustur.Daha sonra ekstraktlardan 30 pl
emdirilmistir.

Yatik agardaki stok kiiltiirden, Nutrient Broth (10
ml, Merck) besiyerine asilanan mikroorganizmalar 37
°C’de 18 saat siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda
Mueller Hinton agar'a (100 mm petri kabinda 15 ml,
Merck) 1 ml (yaklasik 10° kob mikroorganizma/ml)
aktarilmigtir. Besiyeri donduktan sonra diskler steril bir
pens yardimiyla besiyeri ylizeyine hassas bir sekilde esit
araliklarla yerlestirilmis ve buzdolabinda +4°C’de 1,5
saat bekletilmis, bu islemden sonra 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmigtir. Siire bitiminde incelenen petri
kaplarinda olusan inhibisyon c¢aplar1 bir cetvelle
Ol¢iilmiis ve mm olarak verilmistir.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Alt1 farkli solventle (aseton, etanol, etil asetat,
kloroform, metanol, su) hazirlanan ekstraktlarmin Folin-
Ciocalteu’nun fenol reaksiyonuna goére toplam fenolik
madde igerikleri belirlenmistir.

Toplam fenolik Dbilesik belirleme tayini UV
Spektrofotometre  cihaziyla ~ kolorimetrik  olarak
Singleton ve ark. (1999)’na goére yapilmistir. Standart
fenolik bilesik olarak gallik asit kullamilmistir. Once
standart grafik olusturmak amaciyla bes farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢dzeltisinden
(0,1-0,5 mg/ml) tiiplere alinarak hacmi 1 ml’ye saf suyla
tamamlanmugtir. Folin-Ciocaltaeu reaktifi (2,5 ml) ve
sodyum karbonat ¢ozeltisi (7,5 ml, %20’lik, a/h, suda)
deney tiipiinde karigtirilarak 2 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Metanol, etanol, etil asetat, kloroform,
aseton ve saf su kullanilarak hazirlanan Ornek
cozeltilerinden 0,5 ml tiiplere alinarak iizerine yukarida
ifade edilen Folin- Ciocaltaeu reaktifi ile islem
yapilmigtir. Reaksiyon sonunda orneklerin absorbans
degerleri spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda
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sahide kars1 okunmustur. Orneklerdeki toplam fenolik
bilesik miktart mMgGAE/100g olarak verilmistir.

DPPH Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi
Tayini

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois
(1958) metoduna gore yapilmistir. Serbest radikal
olarak DPPH’m 10™*M’lik ¢ozeltisi kullanilmistir.
Grafik olugturmak amaciyla farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan (0,1- 0,2 -0,3- 0,4- 0,5- 0,6- 0,7- 0,8- 0,9- 1
pg/ml) DPPH ¢ozeltisinden tiiplere alinarak hacmi 3
ml’ye destile etanol ile tamamlanmistir. Otuz dakika
oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildikten sonra
etanolden olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslari
kaydedilmistir. Bitki ekstraktlar1 10, 20 ve 30 pg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlanip tiiplere aktarilarak,
toplam hacimleri 3 ml’ye destile etanol ile
tamamlanmigtir. Daha sonra her bir numune tiipiine stok
DPPH cézeltisinden 1 ml ilave edilmistir. Orneklerin
absorbanslar1 etanolden olusan kore karsi 517 nm’de
okunmustur (t=0). Oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildikten sonra tekrar etanolden olusan
kore karst 517 nm’de absorbanslar1 kaydedilmistir
(t=30). Azalan absorbans geriye kalan DPPH c¢ozeltisi
miktarint yani serbest radikal giderme aktivitesini
vermektedir.

Reaksiyon ortaminda geriye kalan DPPH radikali
miktar1  asagida  formiili  verilen denklemden
hesaplanmustir (R*=0,9922).

Absorbans;7 nm = 0,2228 x [DPPH(pg)] - 0,0039
Standart grafikten elde edilen denklem yardimiyla
¢Ozelti hazirlandiginda (t=0) ve 30 dakikalik inkiibasyon
(t=30) sonrasinda asagidaki formiil kullamlarak
hesaplanmustir.

% DPPH =(DPPH) /(DPPH) x100
kalan t=30 t=0

Kontrol amagli kullanilan biitillenmis hidroksi
toluen (BHT) bir balon jojede 0,1 g tartiip 100 ml
metonelle tamamlanmig ve agz1 kapali olarak 200 rpm
manyetik karigtiricida 1 saat galkalanarak hazirlanmig
ve karanlik bir ortamda saklanmustir.

Siiperoksit Anyon Radikali Giderme Aktivitesi
Tayini

Caligmada kullanilan bitkilerin su ve etanol
ekstraktlarmin siiperoksit anyon radikallerini giderme
aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT) firiiniin
spektrofotometrik olglimiiyle belirlenmistir (Zhishen ve
ark., 1999). Numune ve standartlarin konsantrasyonlari
15pg/ml olacak sekilde 0,05 M’lik ve pH’s1t 7,8 olan
fosfat tamponu ile hazirlanmistir. Numune igeren
tampon ¢ozeltiye riboflavin, metiyonin ve NBT’den
1,33x10° M, 4,46x10° M ve 815x10° M
konsantrasyonlarina denk gelen miktarlar sirastyla ilave
edilmistir. Olusan reaksiyon karisimi oda sicakliginda
40 dakika boyunca 20 W’lik floresan 15181 ile
uyarilmistir. Absorbans, sudan olusan kore karsi 560
nm’de kaydedilmistir. Ortamdan giderilen siiperoksit
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anyon radikalleri asagida verilen denklemden yiizde
olarak hesaplanmustir.

0, Giderme Aktivitesi (%) = (AKontrol - ANumune x 100)

AKontrol

Calismada kullanilan bitkilerden elde edilen su ve
etanol ekstraktlarinin  siiperoksit anyon radikalleri
giderme aktiviteleri riboflavin/metiyonin/isik metoduna
gore yapilmigtir. Ortamdan giderilen siiperoksit anyon
radikalleri asagida verilen denklemden yiizde olarak
hesaplanmistir. Formiilde verilen AKontrol kontrol
numunesinin  absorbans degerini, ANumune ise
calismada  kullanilan  antioksidan  numunelerin
varligindaki absorbans degerini vermektedir (Giilgin ve
ark., 2004).

Toplam indirgeme Kuvveti Aktivitesi Tayini
Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yOntemine
gore yapilmistir (Yen ve Chen, 1995). Stok ¢ozeltiden
15, 30 ve 45 pg/ml olacak sekilde alinarak deney
tiiplerine aktarilmis ve hacim destile suyla 1 ml’ye
tamamlanmigtir. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml 0,2 M
fosfat tamponu pH 6,6 ve 2,5 ml %]1’lik potasyum
ferrisiyaniir (KsFe(CN)g) ilave edildikten sonra karisim

Tablo2. Antimikrobiyel aktivite sonuglari

27
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50°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemlerden
sonra reaksiyon karisimina 2,5 ml %10’luk triklorasetik
asit (TCA) ilave edilmistir. Cozeltinin {ist fazindan 2,5
ml alinip tizerine 2,5 ml destile su ve %0,1’lik 0,5 ml
demir (III) Kkloriir hekzahidrat (FeCls.6H,0) ilave
edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore Kkarsi
okunmustur. Kor olarak destile su, kontrol igin ise
numune yerine su kullanilmistir.

istatiksel Analizler

Istatistiksel analizler; faktdriyel tesadiif parselleri
deneme planina ve tek yonlii varyans analizine gore
yaptlmistir.  Aktiviteler  arasindaki  istatistiksel
farkliliklar1 ortaya koymak icin sonuclara Tukey ¢oklu
kargilagtirma testi uygulanmistir. Sonuglarin istatistiksel
olarak 6nemi p<0,01 diizeyinde degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Caligmada kullamlan bitkilerin  antimikrobiyel
aktivitesi Tablo2' de verilmistir. Arastirmamizda

hazirlanan biber yapragi ve ceviz kabugu ekstraktlarinin
timii, c¢aligmada kullanilan hi¢bir mikroorganizma
tirline karg1 antimikrobiyel aktivite géstermemistir.

Mikroor

Inhibisyon Zonlari ( mm )

ganizma | Antep fistig1 kabugu Biber yapragi Ceviz kabugu Ceviz yapragi Nar kabugu Portakal kabugu Kontrol diskleri
a b ¢ d e|a b ¢ d ela b ¢ d e|la b ¢ d ela b ¢ d e|la b c¢c d efla b c d e

Bacillus (1 1 1 1 1{|(- - - - -|- - - - -|J1 1 - - -|8 1 9 - -|8 - - - |- - - - -

brevis 2 2 2 6 6 0 o 1

Candida 7 - - 8 - S T T R ST I - 8 9

albicans

Enteroco 9 9 9 9 9 8 1 9

cecus 2

faecalis

Salmonell 1 9 8 1 1 7 1 8 7 8

a 0 2 0 0

typhimuri

um

Klebsiella | 8 8 8 8 8

pneumoni

ae

Escherich - 1 1 1 9 1 8 8

ia coli 2 2 4 2

Bacillus 1 9 8 1 1 8 9 8|7

subtilis 0 1 0

a: aseton, b: metanol, c: etanol, d: kloroform, e: etil asetat

Yigit ve ark. (2009)’nin cevizin yesil kabuk ve
yapraginin, metanol ve su ekstraktlarmin antimikrobiyel
aktivitelerini arastirdigi calismasinda, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa ve bazi Candida albicans ve diger Candida
tirlerine karsi antimikrobiyel aktiviteleri belirlemistir.
Calismamizda Antep fistig1 kabugu, ceviz yapragi, nar
kabugu ve portakal kabugunun 5 farkli ¢oziicii ile
hazirlanan  ekstraktlari, en fazla antimikrobiyel
aktiviteyi B. brevis iizerinde (8-16 mm arasinda)
gdstermistir. Unal (2006)’1n 25 bitki tiiriiniin su, etanol,
aseton ve kloroform ekstraktlariyla yapmis oldugu
antimikrobiyel aktivite ¢alismasinda bakteriler arasinda
ekstraktlara karsi en hassas bakteri tiirlerinin sirasiyla
Bacillus megaterium, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis
ve Staphylococcus aureus olduklarimi tespit etmistir.
Unal (2006)’m c¢alismasinda ve bizim calismamzda

bitki ekstraktlarinin gram pozitif bakteriler iizerinde
daha etkili oldugu bulunmustur. Bunun nedeni gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinin en diginda
lipopolisakkarit bir tabakanin oldugu cok tabakali bir
yapiya sahip olmasindan kaynaklandig: ileri siirtilebilir.
Bu yapi, gram negatif bakterilerin daha direngli
olmalarin1 saglamaktadir (Erdogrul, 2002; Ouattara ve
ark., 1997; Urzua ve ark., 1998; Ali-Shtayeh ve ark.,
1998).

Metanol ile hazirlanan bitki ekstraktlarinda Antep
fistigit  kabugu, ceviz yapragi ve nar kabugu
ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi 8-14 mm
arasinda degisen inhibisyon zonlar1 olusturdugu
gorilmiistiir. Portakal kabugu metanol ekstraktlarinda
calismada  kullanilan  mikroorganizmalara  karsi
antimikrobiyel aktivite gozlemlenmemistir. Bitkilerin
etanol  ekstraktlarinin  test  mikroorganizmalar



KSU Doga Bil. Derg., 17(2), 2014
KSU J. Nat. Sci., 17(2), 2014

tizerindeki antimikrobiyel aktivitesinde Antep fistig1
kabugu ve nar kabugu ekstraktlart 7-12 mm arasinda

degisen oranlarda mikroorganizmalara kars1
antimikrobiyel aktivite sergilemistir.

Caligmada bitkilerin kloroform ve etil asetat
ekstraktlar1  degerlendirildiginde  ceviz ~ yapragi

kloroform ekstraktinin C. albicans (8 mm), nar kabugu
etil asetat ekstraktinin B. subtilis (8 mm) iizerinde
antimikrobiyel aktivitesi goriilmiigtiir. Antep fistig
kabugunun kloroform (8-12 mm arasinda) ve etil asetat
(9-16 mm arasinda) ekstraktlarinin, galismada kullanilan
diger bitkilerin kloroform ve etil asetat ekstraktlarina
gore belirgin bir antimikrobiyel aktivite gosterdigi
kaydedilmistir. ~ Erdogrul ~ (2002)’un  Artemisia
absinthium bitkisinin kloroform ekstraktinda yapmis
oldugu ¢alismada; B. brevis’te 8 mm’lik, E. coli’de 12
mm’lik inhibisyon zonu belirlemistir. Calismamizda
Antep fistig1 kabugu kloroform ekstraktlar1 B. brevis’te
16 mm’lik inhibisyon zonu olustururken E. coli’de
olusturmamustir. Calismada kullanilan farkli  bitki
ekstraktlarmm ayni mikroorganizmaya kars1 farkli
oranda antimikrobiyel aktivite gosterdigi saptanmistir.

Arastirmamizda bitkilerin, C. albicans {izerinde
zayif antimikrobiyel aktivite gosterdigi saptanmustir.
Yapilan caligmalar bitkisel ekstraktlarmm antifungal
ozelliklerinin antibakteriyel ozelliklerine kiyasla daha
zayif oldugunu gostermektedir (Ali-Shtayeh ve ark.,
1998; Unal, 2006). Bunun durum Okaryotik hiicre
membranindaki  sterollerden  kaynaklandigi ileri
stiriilebilir. Antimikrobiyel ajanlar Okaryotik mantar
hiicresini inhibe etmek i¢in hiicre membranindaki
sterollere baglanmak zorundayken, boyle bir baglanma
sterol tagimayan prokaryotik bakteri hiicreleri igin
gerekli degildir (Kara, 2002).

Calismamizda farkli ekstraktlardan elde edilen
toplam fenolik madde miktarina ait sonuglar Tablo 3’te
verilmistir. Buna gore farkli ekstraktlardan elde edilen
toplam fenolik madde miktar1 nar kabugunda 474,1-
2054,4 mgGAE/100g, portakal kabugunda 441,3-743
mgGAE/100g, biber  yapraginda  530,9-1180,1
mgGAE/100g arasinda bulunmustur. El (2008)’in
yaptigi calismada toplam fenolik madde miktari narda
2046 + 853 mg/kg, portakalda 692 + 19 mg/kg, tath
yesilbiberde 1302 + 348 mg/kg bulmustur.
Calismamizda bulunan toplam fenol miktarlarinin, El
(2008)’in yapmis oldugu g¢alismalardan daha yiiksek
miktarlarda bulunmasi fenolik maddelerin bitkilerin
kabuk ve yaprak kisimlarinda daha yogun olmasindan
kaynaklanabilir.

Antep fistig1 kabugu ekstraktlarimin toplam fenol
miktarlart  511,3-2478,5 mgGAE/100g arasinda,
kavrulmus 5 farkli Antep fistigimin incelendigi bir
caligmada ise toplam fenolik madde miktarlar1 361,2-
1006,7 mgGAE/100g arasinda bulunmustur (Oguz,
2008). Oguz (2008) 'un yapmis oldugu ¢aligmada Antep
fistiginin toplam fenol miktarlarinin ¢aliymamiza oranla
diisiik olmasi kavurma esnasinda fenolik maddelerde
olusan kayiptan kaynaklanabilir.
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Faktoriyel tesadiif parselleri deneme planina gore
yapilan varyans analizi sonuglarina gore toplam fenol
miktarlar1 bakimindan bitki, solvent ve bitki-solvent
interaksiyon etkisi istatistiksel olarak ¢ok Onemli
bulunmustur (p<0,01). Toplam fenolik madde igerikleri,
Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
degerlendirildiginde bitki bakimindan doért farkli
ortalama grubu olusmustur. En yiiksek ortalama grubu
Antep Fistigi ve nar kabugunda, en diisiik ortalama
grubu ise ceviz kabugu ve portakal kabugunda
gozlemlenmistir. Solvent bakimindan {i¢ farkli ortalama
grubu olugmustur. En yiiksek ortalama grubunu metanol
ve saf su, en diisiik ortalama grubunu ise etil asetat,
kloroform ve aseton olusturmustur. Interaksiyon
ortalamalar1 karsilagtirildiginda en yiiksek ortalamanin
Antep Fistigi kabugunda ve saf suda, en disiik
ortalamanin ise portakal kabugunda ve etil asetatta
oldugu goriilmektedir.

Bitkilerin antioksidan aktivitelerinin belirlenebilmesi
i¢cin etanol ve su ile hazirlanan ekstraktlarinin DPPH
serbest radikallerini giderme aktivitesi, riboflavin-
metiyonin-igik sisteminde ftretilen siiperoksit anyon

radikallerini  giderme  aktivitesi ve  Fe'-Fe™
transformasyonu metoduna gore toplam indirgeme
kuvveti aktivitesi farkli konsantrasyonlarda

incelenmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde,
bitkilerin su ve etanol ile hazirlanan ekstraktlar
iizerinden calismalar yiiriitilmistiir.

Calismada kullanilan bitki konsantrasyonu arttik¢a
giderilen DPPH serbest radikali miktarinda da orantili
olarak bir artis gbzlenmistir. Bitkilerin  etanol
ekstraktlarmim 30 pg/ml bitki konsantrasyonunda kalan
% DPPH siralamasi ceviz yapragi (%66,1)> biber
yapragi (%38,2)> portakal kabugu (%32)> BHT (%29)>
ceviz kabugu (%28)> nar kabugu (%25)> Antep fistig1
kabugu (%17,6) seklindedir.

Su ile hazirlanan bitki ekstraktlarinda 30 pg/ml’lik
konsantrasyonunun kalan % DPPH siralamasi ise ceviz
kabugu (%88,9)> biber yapragi (%86,8)> Antep fistig1
kabugu (%83,4)> nar kabugu (%62,7)> portakal kabugu

(%57,2)> ceviz yapragt (%55,5)> BHT (%29)
seklindedir. Su  ekstraktlarimin  DPPH  giderme
aktiviteleri standart antioksidan BHT kadar etkin
degildir.

Singh ve ark. (2002)’1 nar kabugu metanol
ekstraktiiin  DPPH radikallerini giderme aktivitesini
%81 olarak rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise
nar kabugu etanol ekstraktlarnin DPPH radikallerini
giderme aktivitesi %75,1 olarak tespit edilmistir.

Caligmamizda nar kabugu etanol ekstraktinin DPPH
radikallerini giderme aktivitesinin daha diisiik olmasi;
kullandigimiz nar c¢esidinin kabugu veya kullanilan
¢oOziicliden (etanol) dolay1 olabilir.

Siiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi,
antioksidan aktivite kapsaminda incelenmistir. Bu
metotta siiperoksit anyon radikalleri
riboflavin/metiyonin/igik sisteminde ¢Ozlinen
oksijenden elde edilmistir. Elde edilen siiperoksit anyon
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radikalleri NBT’yi NBT'®ye yiikseltger. Azalan
absorbans  siiperoksit radikallerinin  giderildiginin
gostergesidir.  Stiperoksit anyon radikalleri lipit
peroksidasyonunu direkt baglatan oksijen merkezli
radikallerdir. Bu radikaller biyolojik makro molekiiller
ile direkt etkilesip doku hasarlarina sebep olan reaktif
radikallerden biridir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Bitki ekstraktlarinin 15 pg/ml konsantrasyonundaki
etanol ve su ekstraktlarinin  siiperoksit anyon
radikallerini giderme yiizdeleri Sekil 1 ve Sekil 2’de
gosterilmistir.

Etanol ekstraktlarinin géstermis oldugu siiperoksit
anyon radikallerini giderme yiizdeleri nar kabugu
(%58,3)> Antep fistig1 kabugu (%57,1)> BHT (%49)>
portakal kabugu (%39,3)> ceviz kabugu (%37,2)> biber
yapragl (%25,8)> ceviz yapragi (%25) siralamasinda
kaydedilmistir.

Su ekstraktlarinin  gostermis oldugu siiperoksit
anyon radikallerini giderme yiizdeleri biber yaprag
(%74,7)> BHT (%49,2)> nar kabugu (%33,3)> portakal
kabugu (%27,8)> Antep fistig1 kabugu (%13)> ceviz
kabugu (%7,7)> ceviz yaprag1 (%7,7) olarak
bulunmustur. Su ekstraktlarinda yalnizca biber yaprag:
(%74,7) ekstraktlarinin  giderme yiizdesi Standart
antioksidan BHT (%49)’nin iizerinde antioksidan
aktivite gostermistir. Ancak diger su ekstraktlarinin
stiperoksit radikalini giderme kapasitesinin BHA kadar
iyi olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 1 ve 2).

Ak (2006)’1n antioksidan ve antiradikal 6zellikleri
kanitlanmis Curcumin’in etanol ekstraktlari iizerinde
yapmis oldugu caligmasinda siiperoksit radikali giderme
yilizdesini %47,7 olarak tespit etmistir. Calismamizda
stiperoksit anyon radikali giderme yiizdeleri nar kabugu
etanol (%58,3), Antep fistig1 kabugu etanol (%57,1) ve
biber yapragi su (%74,7) ekstraktlarinda Curcumin’den
daha etkin bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Nar kabugu, Antep fistig1 kabugu ve
biber yapragi siiperoksit anyon radikalini giderme
acisindan etkin bir antioksidan kaynagidir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore
stiperoksit anyon radikallerini giderme bakimindan
bitkiler arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0,01).

Tukey c¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore
siiper  siiperoksit anyon radikallerini  giderme
bakimindan dort farkli ortalama grubu olusmustur. En
yiiksek ortalama grubunu Antep Fistig1 kabugu ve nar
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kabugu, en diisiik ortalama grubunu ise biber yapragi,
ceviz kabugu ve ceviz yapragi olusturmustur.

Indirgeme kapasitesi tayininde bitki ekstraktlarmin
Fe**ii Fe**ye doniistiirebilmesi incelenmistir. Biyoaktif
bilesiklerin indirgeme kapasitesi onun elektron transfer
edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel antioksidan
aktivitesinin Onemli bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Isbilir, 2008).

Antioksidanlar indirgeyici olabilir ve bir maddenin
baska bir maddeyi yiikseltgeyerek indirgenmesi
reaksiyonu olarak tanimlanan redoks reaksiyonlarinda,
rediiktantlarla oksidanlarin  stabilizasyonu seklinde
olabilmektedir. Bir bilesigin ya da ham ekstraktin
indirgeme kapasitesi Fe[(CN)e]™’nin Fe[(CN)¢]**ye
indirgenmesiyle olciilebilmektedir. Indirgenmis {iriine
Fe**iin ilavesi, 700 nm’de giiglii absorbansa sahip olan

Prussian  mavisi renginde bir kompleks olan
Fes[Fe(CN)g] olusumuna yol acmaktadir.
Absorbansdaki  artis, kompleksin  olusumundan

kaynaklanan artist ve dolayisiyla artan indirgeme
kapasitesini gostermektedir.
Indirgeyici ajan + Fe(CN)s *——Fe(CN)g
Fe(CN)s*+ FeCl;——Fe, [Fe(CN)¢]s

Bir bilesigin indirgeme kapasitesi, potansiyel
antioksidan aktivitesinin Onemli bir gdstergesidir
(Koksal, 2007). Bu analizde test g¢ozeltilerinin rengi,
antioksidan oOrneklerin indirgeme kapasitesine bagl
olarak farkli yesil ve mavi tonlarina doniismistiir.

Calismada 15-30 ve 45 pg/ml konsantrasyonlarda,
etanol ve su ile hazirlanan ekstraktlarimin indirgeme
kapasitesi metot i¢in kullanilan standarttan (BHT) daha
diisiik indirgeme kapasitesi sergilemistir.

Isbilir (2008)’in tere, roka, kuzukulagi, gelincik ve
dereotu bitkileri {izerinde su, etanol ve aseton
¢oziiciileriyle yapmis oldugu calismada ekstraktlar,
standart antioksidan olarak kullanilan C vitamini, BHT,
BHA ve a-tokoferol’iin altinda indirgeme kapasitesi
gostermistir. Bu acidan ¢aligmamizla benzerlik
gostermektedir.

Bitki ekstraktlariin indirgeme kuvveti, etanol ile
hazirlanan ekstraktlarda su ile hazirlanan ekstraktlara
gore daha yiiksektir. Nar kabugu ile hazirlanan
ekstraktlar standart antioksidana en yakin indirgeme
kapasitesi gostermistir. Bu bulgular gosteriyor ki
ekstraktlarm  hepsinin  Fe™ii indirgeyebildigi
gozlenmistir ancak antioksidan mekanizmasi indirgeme
kapasitesi tizerinde standart antioksidan kadar etkin
degildir (Sekil 3).
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Tablo 3. Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar
Bitki Coziici Konsantrasyon (mggae/1009)

Aseton 127,17

Etanol 1140,8

Antep fistigi kabugu Etilasetat 644,6
Kloroform 511,3

Metanol 15145

Saf su 2478,5

Aseton 127,17

Etanol 887,2

Biber yapragi Etilasetat 530,9
Kloroform 611,8

Metanol 1180,1

Saf su 1125,5

Aseton 607,4

Etanol 618,4

Etilasetat 570,3
Ceviz kabugu Kloroform 544
Metanol 664,3

Saf su 904,7

Aseton 799,8

Etanol 1145,1

Etilasetat 635,8

Ceviz yapragi Kloroform 655,5
Metanol 1650

Saf su 1064,3

Aseton 705,8

Etanol 1444.6

Etilasetat 474,1

Nar kabugu Kloroform 474,1

Metanol 1765,9

Saf su 2054,4
Aseton 520

Etanol 467,5

Portakal kabugu Etilasetat 441,3
Kloroform 743

Metanol 500,3

Saf su 688,3
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Sekil 1. Bitkilerin etanol ekstraktlarinin ve standart antioksidan olan BHT nin farkli konsantrasyonlarimin (10-30
ug/ml) DPPH radikali iizerindeki serbest radikal siiptriicti aktiviteleri
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Sekil 2. Bitkilerin su ekstraktlarinin ve standart antioksidan olan BHT ’nin farkli konsantrasyonlarinin (10-30 pg/ml)
DPPH radikali tizerindeki serbest radikal stipiiriicti aktiviteleri
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Sekil 3. Bitkilerin etanol ekstraktlarinin ve standart antioksidan olan BHT nin farkli konsantrasyonlarinin (10-30
ng/ml) DPPH radikali iizerindeki serbest radikal siipiiriicti aktiviteleri

SONUC
Calismamizda kullandigimiz bitkilerin
antimikrobiyel  aktivitelerinde  ¢oziclilerin  bitki

ekstraktlar1 tizerindeki aktiviteleri degerlendirildiginde
biitiin bitkiler i¢in gegerli olabilecek bir tek ¢oziicii
oldugunu sdyleyemeyiz. Bu degerlendirmeden yola
cikarak mikroorganizma tiirlerine karsi belli bir bitki
ekstraktinin veya ¢Oziiciiniin antimikrobiyel
etkinliginden bahsetmek giictiir.

DPPH radikalini giderme bakimindan ceviz yapragi
(%66,1), biber yapragr (%38,2) ve portakal kabugu
(%32) etanol ekstraktlar1 standart antioksidan BHT
(%29)’den daha etkili iken, bitkilerin su ekstraktlarinin
higbiri BHT’den  daha  yiiksek bir aktivite
gosterememistir.

Arastirmada kullanilan Antep fistig1 kabugu (%57,1)
ve nar kabugu (%58,3) etanol ekstraktlarimin, biber
yapragt su ekstraktinin siiperoksit anyon radikali
giderme aktiviteleri standart antioksidan olan BHT
(%49)’ye alternatif olarak kullanilabilecek diizeydedir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda ¢alismada
kullanilan bitkiler yiiksek miktarlarda fenolik madde
icermektedir. Bitkiler igerisinde &zellikle Antep fistig
kabugunun; antimikrobiyel aktivitesinin diger bitkilere
kiyasla daha fazla olmasindan ve etanol ekstraktinin
DPPH ve siiperoksit anyon radikallerini giderme
aktivitesinden yiiksek olmasindan dogal antimikrobiyel
ve antioksidan kaynag1 olarak kullanilabilir.

Giinlimiizde insanlarin devamli toksik aktiviteye
sahip maddelere maruz kalmasi, beslenmeye bagh kalp
ve damar rahatsizliklari, kanser gibi hastaliklarin
artmasi, yeterli ve kaliteli gidaya ulasamamasi kaliteli
beslenmenin Onemini daha da arttirmaktadir. Besin
degeri yiiksek ve raf omrii uzun gidalar liretme g¢abast;
iretilen gidalar ve kullanilan ingredientlerin kalitesi
iizerindeki 6nemi de arttirmigtir. Sentetik antioksidan ve

antimikrobiyellerin viicutta olusturduklar1 tahribattan
dolay1 sentetik maddelerin yerini alabilecek dogal
koruyucu arayislart hizla siirmektedir. Bu tip
caligmalarla yiiksek antioksidan ve antimikrobiyel
aktiviteye sahip bitki ekstraktlari belirlenerek, bunlarin
gida sistemlerindeki koruyucu etkilerinin incelenmesi
ile calismalarin endiistriyel uygulamaya yonelik
devamliliginin saglanmasi gerekmektedir.
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