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Prunus cerasifera cv. “Pissardii Nigra’’ nin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi
Antimicrobial and antioxidant activity of Prunus cerasifera cv. "Pissardii Nigra"

Sevda KIRBAG, Ferda GOZTOK
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Eser Bilgisi Ozet

Arastirma makalesi Bu galismada; Elazig ilinde toplanan P. cerasifera cv. “Pissardi Nigra“ ekstraktlarinin antioksidan ve
DOI: 10.17474/acuofd.90361 antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi. Bitki 6zlerinin DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi, lipid
peroksidasyon 6nleme etkinligi ve vitamin igerikleri 6lglldu. Eksraktlarin 25 pl konsantrasyondan
itibaren serbest radikal temizleme etkisi gosterdigi ve bu etkinin doza bagimh arttigi tespit edildi. In
vitro ortamda FeCl, grubunda lipid peroksidasyon dizeylerinin kontrol grubuna goére yiksek
miktarlarda arttigi, meyve ekstrakti ve FeCl; iceren gruplardaki lipid peroksidasyon seviyelerinin belirli
oranlarda azaldig gérildu. Ekstraktlarin en fazla E vitamini (50.60-57.32 pg/g) ihtiva ettigi belirlendi.
Ayrica, meyve kisimlarindan elde edilen 6zitlerin 13 bakteri (14-22 mm), 3 maya (14-18 mm) ve 2
dermofit fungus (16-18 mm) Uzerine farkh diizeylerde antimikrobiyal etki goésterdikleri tespit
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Prunus edilmistir.

antioksidant

antimikrobial aktivite Abstract

DPPH In this study, antioksidant and antimicrobial activities of Prunus cerasifera cv. Pissardi Nigra collected
lipid peroksidasyon from Elazig were researched. The free radical scavenging activity (DPPH), lipid peroxidation inhibitory
vitamin activity and vitamin amounts of plant extracts were measured. It showed that the free radical
Keywords: scavenging effect from 25 pl concentration of extracts. The effect was found to dose dependently
Prunus increased. In vitro medium, it was determined that in FeCl, group, lipid peroxidation amounts

antioxidant effect
antimicrobial activity

increases in a large ration with respect to the control group and lipid peroxidation levels in groups
which includes plant extracts and FeCl,, decreases in certain amounts. According to results of the

DPPH experiment, it was determined to contain a high amount of vitamin E in the extract (50.60-57.32 ug/g).
lipid peroxidation In addition, the antimicrobial activity studies of extract were shown to inhibit to different degrees the
vitamin growth on thirteen bacteria (14-22 mm), three yeast (14-18 mm) and two dermatophyte (16-18 mm).
GIRiS yapildigi (Walkowiak-Tomczak et al. 2008; Voca et al.

2009; Ordogh et al. 2010; Jabeen and Aslam 2011, 2012;

Rosacea familyasina ait Prunus cerasifera cv. ‘Pissardii
Nigra’ (sUs erigi), Prunus cinsindeki tlrlerin ¢ogu gibi
yenen meyvelere sahiptir. Kisin yapraklarini déken bu
bitki morfolojik olarak ortalama 9 m kadar boylanabilen
yuvarlak tepeli bir agagtir ve yapraklari kirmizi sapli,
parlak kirmizimsi-yesil renktedir. Ciceklerinin tek veya
gruplar halinde bulunabildigi, dista beyaz ortaya dogru
pembemsi bir renk aldigi gériilmektedir. ilkbaharda
tekrar yapraklanmadan 6nce gicek acan sik dallanmis bir
yapisi vardir. Meyvesi; etli, eksi, yuvarlak, parlak koyu
kirmizi renktedir. P. cerasifera son yillarda sis bitkisi
olarak peyzaj mimarisinde tercih edilmektedir. Bundan
dolayr ekonomik 6nemi giin gectikce arttigl ve ozellikle
halk arasinda seker hastalari tarafindan seker districi
olarak kullaniimaktadir (Najafabad and Jamei 2014).

Prunus cinsine ait farkli tlrlerin antioksidant ve
antimikrobiyal aktiviteleri Uzerine bir¢cok calismanin
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Dowling 2014), fakat P. cerasifera tiiriine ait antioksidan
ve antimikrobiyal arastirmalar ise kisitlidir (Wang et al.
2012; Giindiiz ve Saragoglu 2012).

Bu calismada; Prunus cerasifera cv. Pissardii Nigra
meyvelerinin; vitamin, DPPH serbest radikal temizleme
aktivitesi ve bazi patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobial etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

P. cerasifera; Elazig il merkezinden 3 farkli lokalizasyonda
toplanarak etiketlenmis (Lokalizasyon I: E1, lokalizasyon
II: E2, lokalizasyon lll: E3) ve analizler yapilincaya kadar
20 °C’'de muhafaza edilmistir. (E1: Hazardagl kavsagi
refujlar, Elazig; E2: Firat Universitesi kampus alani, Elazig;
E3: Abdullahpasa Mahallesi refujlar, Elazig).
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Serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi; Brand-
Williams et al. (1995) tarafindan belirtilen metoda gore
yapilmistir. Serbest radikal olarak 25 mg/L DPPH
metanolde hazirlanmistir. Deney tiplerine sirasiyla 5, 10,
25, 50, 100 ve 200 pg/uL bitki ekstrakti ve DPPH
¢Ozeltisinden 3.9 mL ilave edilmistir. Karisimlar, oda
sicakhginda, karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslari 517
nm’de blanka karsi spektrofotometrede okunmustur.
Sonuglar, % = [(KontrolABS - OrnekABS) / KontrolABS)] x
100 olaraf hesaplanmigtir.

In vitro ortamda lipid peroksidasyon ol¢iimii

Meyve ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri; Ronald’in
belirtti§i metotta bazi modifikasyonlar yapilarak
belirlenmistir (Ronald 2001). Bu amagla; pH’si 7.4 olan
0.05 M TRIS-HCI/0.15 M KCI ve %0.2 TWEEN 20 iceren
tampon ¢ozeltisi (TH) ile 1 mM FeCl, ve 3 uM H,0; ginlik
olarak hazirlanmistir. Ayrica yag asidi olarak linoleik asit
karisimindan (%60-74 18:2; n-6 + %18-32 18:1; n-9) 8 mL
alinarak 20 mL DMSO’da c¢oziinerek asagidaki deney
gruplari hazirlanmistir.

Kontrol grubu: 5 mL TH, 0.3 mL yag asidi karigimi,
Reaktif grubu: 5 mLTH, 1 mL FeCl,, 1 mL H,0,, 0.3 mLyag
asidi karisimi,

Ekstrakt gruplari: 5 mL TH, 1 mL FeCl;, 1 mL H,0,, 0.3 mL
yag asidi karisimi, 1 mL meyve ekstrakti (1:40, g/mL %80
metanol ekstrakti) ilave edilmistir.

Gruplar olusturulduktan sonra 372C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi etiivden
cikartilan 6rnekler oda sicakliginda sogutulmus ve 100 pL
% 4’luk BHT ilave edilerek daha ileri oksidasyonun olmasi
engellenmistir. Lipid peroksidasyon diizeyi 6lcimi icin 1
mL karisim alindiktan sonra Gzerine 1 mL %0.6’hk TBA
¢Ozeltisi, 1 mL %20’lik TCA ¢ozeltisi, 1 mL %4’lik HCl ile 1
mL dH,O ilave edilerek vortekslenmistir. Daha sonra
952C'de 60 dk inkibasyona birakilmis ve reaksiyon
sonucu olusan pembe renk 3 mL n-bitanol ile ekstrakte
edilmistir. Gruplardaki lipid peroksidasyon diizeyi blanka
karsi, n-blitanol fazin spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okunmasiyla belirlenmistir. Standart olarak;
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1,1,3,3-tetraethoxypropane kullanilmis ve okunan
degerler kalibrasyon egrisine goére hesaplanmistir.

ADEK vitaminlerinin analizi: 5 mL HIP karisimi 25 mL’lik
agzi kapakh tapler icine alinarak Uzerine %5’lik KOH
¢Ozeltisi ilave edilmistir. Vortekslendikten sonra 852C’de
15 dk bekletilmistir. Tlpler gikartilarak oda sicakligina
kadar sogutulmus ve lizerine 5 mL saf su ilave edilerek
karistiriimistir. Sabunlagsmayan lipofilik molekiller 2x5
mL hekzan ile ekstrakte edilmistir. Hekzan fazi azot akimi
(%50+%50, v/v)
asetonitril/metanol karisiminda ¢oziilerek otosampler

ile ucurulmustur. 1 mL

viallerine alinip HPLC de analiz edilmistir. A vitamini ve 3-
karoten icin dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini
icin 202 nm, D ve K vitaminleri icin 265 nm olacak sekilde
ayarlanmistir (Lopez-Cervantes et al. 2006).

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan test mikroorganizmalari

Listeria  monocytegenes (ATCC 7644), Salmonella
enterica typhimirium, Enterococcus faecium, Proteus
mirabilis, Staphylococcus cohnii bakteri kilturleri
Yeditepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimi, Mikrobiyoloji Laboratuvari kaltar
kolleksiyonundan saglanmistir. Ayrica, Staphylococcus
aureus COWAN 1, Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae FMC 5, Escherichia coli
ATCC 25922, Proteus vulgaris FMC 1, Enterobacter
aeregenes CCM 2531, Pseudomonas aeruginosa DMS
50071 bakterileri, Candida albicans FMC 17, Candida
glabrata ATCC 66032, Candida tropicalis ATCC 1380
mayalari ile Trichophyton sp. ve Epidermophyton sp.
dermofit fungus tiiri patojen mikroorganizmalar Firat
Universitesi, Fen Fakultesi, Biyoloji Bolumd,
Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltir kolleksiyonundan

temin edilmistir.

Mikroorganizma kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve ekim

Bakteri suslari; nutrient buyyona asilanarak 35£1°C’de 24
saat, maya suslari; malt ekstrakt buyyon’da ve dermofit
funguslar ise glukozlu sabouroud buyyon’da 25+1°C'de
48 saat sire ile inkiibe edilmistir. Erlenmayerde steril
edilen ve 40-45°C’ye kadar sogutulan miiller hinton agar,
sabouraud dextrose agar ve patato dextrose agar
mikroorganizmalarin buyyondaki kiltiiri ile %1 oraninda
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asilanarak (10® bakteri/mL, 10* maya/mL, 10*
fungus/mL), steril petri kutularina dokilmis ve
besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir.
Meyve o6rneklerinin 1/10 (g/mL) oraninda metanol ile
ekstrakti hazirlanarak herbirinden 10 puL 6rnek 6 mm
¢apindaki steril disklere emdirilmistir. Hazirlanan diskler
katilisan agar (zerine konulup 4 °C de 1.5 saat
bekletildikten sonra bakteri suslari 37°C de 24 h, fungus
tirleri 25°C de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkubsayon
sonunda inhibisyon zonlari mm olarak o6l¢tlmustir
(Collins and Lyne 2004).

istatistiksel Analiz

Verilerin  degerlendirilmesinde SPSS 20 programi
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkhliklar tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ve ¢oklu karsilastirmalar da LSD
kullanilarak yapilmistir. Degerler ortalamatSD olarak
ifade edilmis ve p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Meyve ekstraktlarinin vitamin diizeyleri

Farkli lokalitelerden elde edilen her 3 6rnekte A, D, E ve
K vitaminleri Tablo 1'de gosterilmistir. Meyve
ekstraktlarindaki E vitamini iceriginin A, D ve K
vitaminlerine kiyasla yiiksek dlizeyde oldugu tespit
edilmistir (Tablo 1). P. tomentosa’nin meyvesinde;
karoten, B1, B2, E ve C vitamin diizeylerinin degisebildigi
belirlenmistir (Gao et al. 2010). Likopen, vitamin E,
vitamin C ve B-karoten’in DPPH serbest radikal stipiricu
etkileri test edilmis ve bu bilesiklerin yiksek etki
gosterdigi belirtilmistir (Kan et al. 2010). Vitaminlerin
antioksidan ve prooksidan 6zelliklerini  belirten
¢alismalarin blyik bir kismi vitamin E ve C (zerine
yogunlasmistir. Meyve orneklerimizin  vitamin
kompozisyonu  dikkate alinarak  yapilan lipid
peroksidasyon galismalarinda bu bilesiklerin antioksidan
etkilerinin 6ne ¢iktigini distinmekteyiz (Tablo 1).

Tablo 1. Farklilokalitelerden toplanan P. cerasifera cv. ‘Pissardi Nigra’
meyve ekstraktlarinin vitamin dizeyleri (ug/g)

Meyve ekstraktlarinin DPPH radikali temizleme etkisi
Orneklerin 25 pL konsantrasyondan itibaren serbest
radikal temizleme etkisi gosterdigi ve bu etkinin doz
bagiml olarak arttigi tespit edildi (Sekil 1). DPPH radikal
temizleme aktivitesi P. mume’de %76.3 (Xia et al. 2010),
P. serotina subsp. capuli’de %51.38 (Jimenez et al. 2011),
P. avium’da %17.8 ve P. armeniaca’da ise %37.8 olarak
tespit edilmistir (Ordégh et al. 2010). Sekil 1’de
gosterildigi gibi Prunus cerasifera cv. ‘Pissardii Nigra’dan
elde edilen verilerin daha 6nceki arastiricilarin (Xia et al.
2010; Ordogh et al. 2010; Jimenez et al. 2011) verileri ile
degisebilir oldugu gdzlenmistir.

N
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N
o

=
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=
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DPPH serbest radikal temizleme (%)

25 ug 50 pg 100 pg 200 pg

o

Vitamin El E2 E3
A 0.08+0.038 0.09+0.041 0.10+0.042
D 0.06+0.038 0.04+0.025 0.02+0.013
E 50.60+14.19 52.14+14.62 57.32+16.074
K 0.48+0.17 0.52+0.18 0.65+0.23
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Konsantrasyon

Sekil 1. P. cerasifera cv. ‘Pissardi Nigra’ meyvelerinin DPPH serbest
radikal temizleme etkisi (%) (E1: lokalizasyon I, E2: lokalizasyon Il, E3:
lokalizasyon il)

Meyve ekstraktlarinin in vitro ortamda antioksidan
etkileri

Meyve Orneklerinin in vitro olarak olusturulan lipid
peroksidasyon onleme dizeyi Sekil 2’de verilmistir.
Kontrol grubuna kiyasla biitiin gruplarda lipid oksidasyon
diizeyi 6nemli 6lgide artis gostermistir (p<0.05). Radikal
grubuna kiyasla meyve gruplarinda lipid oksidasyon
diizeyinde 6nemli diizeyde azalma goriilmistiir (p<0.05).
Farkli lokalizasyonlardan toplanan P. cerasifera meyve
ornekleri kendi aralarinda kiyaslandiginda E1, E2 ve E3
arasinda bir fark gorilmemistir (p>0.05). P. armeniaca L.
cv. kabaasi’'nin Fenton Reaktifi uygulanan gruptaki lipid
peroksidasyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla yiksek,
fakat meyve ekstraktlarinin lipid peroksidasyon
seviyesinin Fenton Reaktifi uygulanan gruba kiyasla daha
disik oldugu belirlenmistir (Ozsahin ve Yilmaz 2010). P.
avium ve P. cerasus’un; su, metanol ve etil asetat ile
hazirlanan ekstraktlarinin lipid peroksidasyon seviyeleri
%89, 80, 80, 70, 38 ve 58 (250 ug/mL) olarak degistigi



belirtilmistir (Mulabagal et al. 2009). Sekil 2’de elde
edilen verilerin daha 6nceki arastiricilarin (Mulabagal et
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al. 2009; Ozsahin ve Yilmaz 2010), verileri ile degisebilir
oldugu gozlenmistir.
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Sekil 2. P. cerasifera cv. ‘Pissardi Nigra’nin meyve 6rneklerinin in vitro olarak olusturulan lipid peroksidasyon 6nleme dizeyi. (Sonuglar Ort+SD olarak

verilmistir (n=3). E1: lokalizasyon 1, E2: lokalizasyon 2, E3: lokalizasyon 3. * p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar, 2 p<0.05 reaktif grubuna kiyasla

meyve gruplari)

Meyve ekstraktlarinin antimikrobial aktivitelerinin
belirlenmesi

P. cerasifera cv. ‘Pissardi Nigra’ meyve ekstraktinin; bazi
bakteri, maya, dermatofitlerin gelisimlerini farkli
oranlarda engelledigi  belirlenmistir  (Tablo  2).
Meyvelerden elde edilen 6zltlerin; 13 bakteri (14-22
mm), 3 maya (14-18 mm) ve 2 dermofit fungus (16-18
mm) (zerine farkll dlzeylerde antimikrobiyal etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Ekstraktlarin E. faecium ve
P. mirabilis’de 18-22 mm, L. monocytogenes, E. coli, C.
globrata ve C. tropicalis’de 14-18 mm, diger patojen
tirler Gzerinde ise degisik dizeylerde (14-20 mm)
antimikrobial etki gostermektedir (Tablo 2). P.
cerasifera’nin metanol ile hazirlanmis ekstraktlarinin; A.
baumannii, E. cloacae, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa,
S. aureus, S. epidermidis, S. hominis ve S. pyogenes
Uzerinde farkl dizeylerde etki gosterdigi, fakat C.
albicans ve C. globrata (zerinde etki gOstermedigi
belirtilmistir (Coccia et al. 2012). P. mume'nin; S. mutans,
S. sobrinus, S. mitis, S. sanguinis, L. acidophilus, P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans ve Candida
trlerinin gelisimlerini engelledigi (0.15-0.07 g/ml, 8-20
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mm) ifade edilmistir (Seneviratne et al. 2011). Ayrica,
Prunus spp. meyvesinin en fazla E. faecium (2-4 mm)’da,
en disiik ise E. coli (2 mm)’nin gelisimini engelledigi
belirtilmistir (Yurdugiil ve Bozoglu 2009). Prunus
tirlerinin antimikrobial aktivitesini belirlemeye yonelik
yapilan ¢alismalar incelendiginde (Yurdugiil ve Bozoglu
2009; Seneviratne et al. 2011; Coccia et al. 2012),
¢alismamizda kullanilan tirdn, diger tirlere oranla
mikroorganizmalari oldiriict etkisinin yiksek oldugu
tespit edilmistir (Tablo 2).

Calisma sonucunda elde ettigimiz veriler ve mevcut
literatir isiginda (Yurdugil ve Bozoglu 2009; Seneviratne
et al. 2011; Coccia et al. 2012), P. cerasifera cv. ‘Pissardii
Nigra” meyvesinin genel kompozisyonunda mevcut
bilesiklerin in vitro ortamda gigli antioksidant ve
antimikrobiyal aktivite sagladigi gorilmektedir. Farkh
lokalitelerden elde edilen oOrneklerdeki veriler, genel
olarak anlamh bir farkhlik gostermese de, cevresel
faktorlerin  meyve kompozisyonu (zerinde etkili
oldugunu disiinmekteyiz.
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Tablo 2. Prunus cerasifera cv. ‘Pissardi Nigra’ meyve ekstraktlarinin antimikrobial aktivitesi (mm)

Kullanilan Mikroorganizmalar El E2 E3 Standart
Listeria monocytogenes 16 15 14 15
Salmonella enterica typhimirium 18 15 15 16
Enterococcus faecium 22 18 20 20
Proteus mirabilis 22 20 20 21
Staphylococcus cohnii 16 14 15 15
Staphylococcus aureus 20 18 19 16
Bacillus megaterium 20 18 18 19
Bacillus subtilis 18 15 17 17
Klebsiella pneumoniae 18 16 15 16
Escherichia coli 16 15 17 16
Proteus vulgaris 15 14 16 15
Enterobacter aeregenes 20 19 17 17
Pseudomonas aeroginosa 20 16 18 17
Candida albicans 18 16 17 17
Candida glabrata 16 15 14 15
Candida tropicalis 16 14 15 15
Epidermaphyton sp. 18 16 18 18
Trichophyton sp. 18 18 17 18
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